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RESUMEN 
eva l u6 por ero .'T' aro g ~ .. l f i ·'l de gas , ': r <;?S •T'> é t O d :::¡S 
e :; tr -3cti v os de ácido oleanótico. ~l e :: t•- ac: to d e '3ap o¡;¡e-
n i n ~1 s d e 1 rn é t o d o ( A u g u s t o l 9 7 q l , q u e 3 r ,- o j :.) :-,-. 3 ;: e r t e n o r 
( O • 3 .~ ~~ l fu e t r a t a do p o r- e ro m a t ·:J g r -'l. r i a en e a p a f i na p re-
par ativa para l a purificaci6n c'e ác ido ol e-3nótlcr:J , ::;i-
<;?ndo é ste l·?Ído al espectr c f n t6 m etr~ . or2·:13 ; - 71 -'1 = e l é 'l 
d<;? co lor co n el reacti v o de Liebe r man Burchard mo dif i-
cado. 
Así una porcí .:Jn < lO grs. a pr o :-: .) de granos de qu i-
nu a !ChPnopodium guínoa Willd. 1 fue extraída por gradi-
ente en un sistema n-BuOH 80:-'.: EtOH 8()~~;1:2;1 1; 2 :1;3 •: 
~Om l filtr- -
a da la na de v idrio y L·Jha tman 1'1'2 1 l y e 1 e :< trae t o e o n-
teniendo las s aponín3S fue cr:Jnc entr a do <t2.Smll 
ta v apor (60°Cl y llevado a vo lumen <2Smll con 
cl a n-BuOH 80~ : EtOH 80%( l:t;v/v). 
:1l ro-
Una alí cuota ( 10 m l l fue lle v ada a sequedad en e l 
rota v apor para proceder a l a hidrólisis: el e x tracto 
seco se solubílizó en u n sistema 1-4 Dio xa no:agua (l :l-
; 20 m 1 l se a d i e i o n-:. 2Om 1 de H~S O . . 12N y se 
(b año de arena ll0° C ., 1.5 hrs. l . S e enfrió a tempera-
tura ambient e para posteri orment e e x traer las sapogeni-
nas resultantes con clorof~rmo 13 x 50 mll 
Una alícuota de la solución clorofórmica de sapoge-
te a 121 mgrs. de quinua apro x i~adamentel fueron sem-
brados en bandas de 5cm frente a un standard de ácido 
oleanóli:::o sobre placas recubiertas par sil i cage l G 
Merck de 0 .5mm de espesor, siendo des~rrol lada s en un3 
mezcloJ. que consiste en un sistema Cloroformo: Acetona: 
benceno <80:20:10;v/vlobteniéndase buena resolución. 
Localizadas las manchas con vapores de yodo y el i-
mi n ado el y odo remanente con corriente de aire f or zaJa, 
la banda cuyo Rf fue similar a la del standard de ácido 
oleanólico, fue separada e introducida a una columna de 
vidrio de 1.2 cm. de diametro, eluida con cloroformo, 
secada, disuelta en lml de ácido acético glaci31 trata-
da con 4 ml del reactivo Lieberman Burchard modificado, 
el que consiste en una mezcla de ácido sulf~rico: ácido 
acético glacial < 1:1; v/v) . Se calentó en ba.0o maria a 
60 °C X 25' , se enfrió y se llevó al espectrofotómetrc 
donde fue leída a 527 nm contra un blanco. El standarct 
de ácido oleanáli co tratado bajo las mism:1s condi ci o nes 
mostró una linearidad en el rango de 60 a 480 microgra-
mos cuando se plateó cantidad v s. absorbancia; asi como 
una absortibidarl especifica E' ~ ~ cm 527nm = 67.80. 
El porcentaje de ácido oleanólico en quinua ha sido 
determinado espectrofotométricamente<0.286±0.027l, el 
mismo que presenta un error en e xactitud de 10.7Y. en 
defecto, frente a la e v aluación gas cromatográfica. 
Adicionalmente se obtuvo saponinas semipurificadas 
en nuestro laboratori~, las mismas que presentaron u n 
tenor de ácido olean6lico de 11.74~ hallándose la si-
guiente relación: 
ácido alean6lico ~ 8.5208 = saponinas. 
esta misma relación aplicada a nuestras resultadas, 
arroja un tenor de 2.44~ de saponinas 1=0.286 x8.5208>. 
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INTRODUCCION 
La quinua (Chenopodium quinoa, Willd.> es un cultivo 
que forma parte del ecosistema andino y ha sido culti-
de los vada por los campesinos de las altas regiones 
andes desde la época del Imperio de los Incas <Cardozo, 
1976; citado por Augusto, 1979>. En la dieta de los po-
bladores andinos de América, la quinua fué el reemplazo 
prioritario, o a veces exclusivo, de las proteínas 
animales <Cardozo y Tapia, 1979>. 
El grano de quinua supera en proteínas a los ce¡- ea les 
más importantes como trigo, maíz y arroz. Su verdadero 
valor esta determinado por la calidad 
<Cardozo y Tapia, 1979). 
de sus proteínas 
E 1 hecho de que la planta crezca bajo condiciones de 
temperatura y humedad excepcionalmente bajas, en la que 
otros productos no pueden competir <Junge, 1973; citado 
Augusto, 1979>, hace que su cultivo, en las zonas por 
de nuestro Altiplano principalmente, se presente como 
una magnífica alternativa, no sólo por el hecho de es-
taren su ecología natural; 
consecuencia de ésto, puede 
sino también, por que como 
convertirse en el instru-
mento para el desarrollo socio-económico de la región 
(8acigalupo, 1970; citado por Augusto, 1979>. 
El factor que se aduce como obstáculo para la indus-
trialización de la quinua es su contenido de saponinas. 
Siendo las saponinas las responsables del sabor amargo 
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1as coberturas externas del grano <Bacigalupo, 1970; 
citado por Augusto, 1979),se destinan esfuerzos tanto a 
nivel genético como industrial para su eliminación. 
Industrialmente, se elimina la saponina por fricción 
y/o lavado; genéticamente, se pretende lograr una qui-
nua libre de saponinas (variedades dulces). La evalua-
ción de ambos esfuerzos se hace necesaria, por lo que 
se hace indispensable un método analítico cuantitativo 
<Bacigalupo, 1970; Norman et al, 1975; 
gusto 1979). 
citados por Au-
Se da el nombre de saponinas (del latín SAPON jabón> 
a un grupo de glicósidos que se disuelven en agua y que 
disminuyen la tensión superficial de ésta cuando se 
agita, 
table. 
formando espuma 
Por hidrólisis de 
abundante y relativamente es-
la saponina se obtiene car-
bohídratos y una ag l i cona, llamada sapo gen i na, la cual 
puede tener una estructura esteroidal o triterpénica 
<Dominguez, 1973>. 
Las saponinas esteriodales están localizadas en las mo-
nocotiledoneas y las triterpenoides son aisladas prin-
cipalmente de las dicotiledoneas <Dominguez, 1973>, ha-
biendose demostrado que las saponinas de quinua perte-
necen a este último grupo<Augusto, 1979; Burnouf-Rado-
sevitch, 1984). 
El presente trabajo tiene por objetivo proponer un mé-
todo espectrofotométrico para la determinación de ácido 
oleanólico <principal sapogenina de quinua). 
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Adicionalmente s~ ~xtraer~ purific3ra parcialmente 
saponinas de quinua para hallar un f3ctor,el mismo que 
permita expresar ácido olean6lico como saponin3s de 
quinua. 
II. REVISION DE LITERATURA 
2.1.- LA QUINUA 
2.1.1.- Clasificación Botánica. 
Carrea<1953> menciona que la quinu3 es llamada 
también: trigo indio o ,'l r 1- o e i l l o V mi jo en 
siendo su clasificación taxonómica la siguiente: 
Reino .... • 1Jegeta l . 
División <tipol . Fanerógama. 
Clase .Angiospermas. 
Sub-clase. .Dicotiledoneas 
Orden ..Centropermales. 
F ami l i a. .Chenopodaceas. 
I:Jéner o .. .Chencpodium. 
Especie. .Chenopodium quinoa Willd. 
Su clasificación Botánica aparece en 1) i l do so 
< 1798 > como Chenopodium quinoa Willd., v N3rrea <19761 
afirma que su clasificación 
t i 3 n l.J i l l denm·J. 
fué hecha por Luis Chris-
Es una olanta herbácea, anual, de más de un metro de 
altura, cuyo color puede variar desde verde hasta p~r-
pura, de hojas alternadas y peciolad3s. Presenta inflo-
rescencia y una espiga de flores hermafroditas. 
Mazzoco y Rietti ( 1941) asi como Narr-s>a( 19761 di-
cen que desde el punto de vista botánico, el fruto es 
carpio. 
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'.J n aquenio de gr3nos discoides, peque~os, de 2 a 2.5 
mm de diámetro~ con embriun ''' .;~nul.;~r de 1.2 a l.6mmd'? 
largo. Cornejo ( l976> menciona que haciendo un corte 
trans v ersal del fruto se puede obser var~ entre otros, 
un espor i to jo v en y parcialmente desen v uelto con la 
presenci.;~ de dos cotiledones. 
Gandarillas et alll979) afirman que el fruto 
<Figura l l es un aquenio cubierto por el perigonio 1 del 
que se desprende con facilid3d cuando está seco. El co-
lar del fruto está dado por el pet-igonio y se asocia 
direct.;~mente con el de la pl.;~nta, de donde result.;~ que 
puede ser verde, p~rpura o rojo. 
El pericarpi~ del fruto está peg.;~do a la semi-
lla, presenta al v eolos y en algunas v ariedades se pue-
den separar fácilmente. Pegado al pericarpio se encuen-
tran las saponinas que le transfieren el sabor amargo. 
La semilla está envuelta por el episperma en 
forma de una membrana delgada. El embrión está formado 
Aquenio.-Fruto seco, indehiscente y con pericarpio 
separado del tegumento de la semilla. 
Indehiscente.-Fruto cuyo pericarpio no se abre natural-
mente, al llegar a la madurez, para dar salida a la 
semilla. 
Pericarpio.-Parte exterior del fruto que cubre la semi-
lla, en el cual generalmente, se pueden distinguir tres 
partes:un-3 e x terna o e xocarpio y otra interna o ende-
2 Embrión.- Germen o rudimento. 
3 Perigonio.-Envoltura de los 
planta. 
órganos sexuales de una 
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FIGURA 1 : PARTES DEL FRUTO DE QUINUA . 
FUENTE : TAPIA et el 1979. 
COTILEDONES 
PERISPERMA 
EPISPERMA 
REGION DE LA UNION 
ALVEOLO 
PERICARPIO 
RADICULA 
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par las cotiledones y la radícula y constituye la mayar 
parte de la semilla que en v uelve al perisperma como un 
anillo. El perisperma es almidonase y normalmente de 
color blanco. 
Según Carbajo( 1977>, el almidón de la quinua se 
halla concentrado en el perisperma del grana, mientras 
que en la generalidad de los cereales se encuentra en 
el endosperma. 
La quinua puede ser encontrada en l3s regiones 
que abarcan desde el Canadá hasta el sur de Ch i le, 
tomando nombres diferentes como quinoa o quinua en el 
Perú, Argentina, Bolivia y Chile; en Colombia es cono-
cida como suba <Junge, 1973) 
2.1~2.- Datos Agronómicos. 
1 
1 
4a quinua es una planta que forma parte del ecosis-
tema andino y por eso es cultivada por los campesinos 
de las regiones altas de los Andes desde la época del 
Imperio de l a s I n e as ( Ca r do z o , 1 9 7 6 ) . S e a d .3 o t a a o t r as 
latitudes y altitudes; así, muestras provenientes de 
Bolivia fueron sembradas en Campinas-Brazil, con ere-
cimiento y producción satisfactorias<Rivero, 1941 ) . 
Muestras procedentes del Perú crecieron con mucho suce-
so en Africa<Elmer, 1942). En Alemania, la quinua es 
'cultivada como una planta alimenticia<Lubsen, 1918>. 
Es una especie que resiste bien a las sequías, 
dando buenos rendimientos con apenas 300 mm de precipi-
tación anual; se adapta muy bien a diversos suelos, 
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prefiriendo los ricos en potasio y magnesio<Dendy et 
al; citado por Augusto, 1979). 
Una de las principales ventajas agronómicas por 
las cuales la quinua es de interés económico, es la de 
crecer y presentar excelente producción en suelos con-
siderados inapropiados para el trigo(Junge; 1973>; re-
presentando una gran esperanza en términos socioeconó-
micos para los pueblos que la producen <Bacigalupo,-
1970) ; citada por Augusto, 1979}. Gandarillas(1983> 
menciona que la importancia económica de la quinua 
radica en el hecho de que en el Altiplano Boliviano, es 
el único producto que puede cultivarse en forma e :<ten-
siva, y con índices de relativa seguridad dada sus 
condiciones de extrema sequedad. 
Según Ramero ( 1983> una serie compleja de factores 
han moti v ado, a tra v és del tiemp o , a una importante re-
ducción de la producción de esta quenopodiácea en el 
Perú. Así, en los inicios de la década del cincuenta, 
la producción se estimaba alrededor de 50, 000 toneladas 
métricas <TM> y un rendimiento de lTM / Ha. En las ini-
cios de la década del sesenta las cifras de la produc-
ción bajaron a 20,000 TM y la productividad a 800 kg/-
Ha. En el setenta, la producción desciende a 6,000 
7,000 TM y la productividad a 500 Kgs/Ha, situación que 
se mantiene en la década del 80. 
En la Sierra Central y Norte del Perú, la qui-
nua es un cultiva de caracter familiar que se realiza 
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en asociación con otros cultivos~ asegurando la disoo-
nibilidad en cantidades peque~as de grano para uso do-
méstico. El Valle del Mantaro es posiblemente la zona 
donde puede encontrarse e x tensiones mayores de cultivo, 
hay casos de algunas hectareas que han alcanzado rendí-
mientas hasta de 3 TM/Há. Así también, Romero( 1983l 
afirma que en Colombia se cultiva quinua en el depar-
tamento de Nari~o. donde se puede obtener rendimientos 
de 6 TM/Há, sin ma y or complicación por el uso de insu-
mas. 
A pesar de que en la actualidad se conocen más 
de cuarenta variedades de quinua(Bacigalupo, 1970; 
citado por Augusto, 1979) , las más difundidas por su 
rendimiento y cultivo, seg~n Mujica, 1977 (citado por 
Augusto 1979) son: 
Sajama: de origen Boliviano, de ciclo vegetativo precoz 
(ciento cincuenta días>, de alto rendimiento, 
grano blanco y grande, relativamente libre de saponinas 
solubles. 
Kancolla: de origen Peruano<Punol, de ciclo v egetativo 
largo, grano blanco y medio, con alto tenor 
de saponinas solubles, considerada la variedad de mayor 
cultivo. 
Blanca de Juli:de origen Peruano<Punol, de período se-
mi largo y de buen rendimiento, con pocas sapo-
ninas solubles. 
Chewca: de origen Peruano<Puno>, con rendimiento regu-
t:i 
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lar casi ning~n tenor de saooninas solubles. 
Witulla: de origen Peruano(Puno), periodo vegetativo 
largo, con rendimiento regular 
saponinas solubles. 
y alto tenor de 
2.1.3.- El Valor Nutritivo de la Quinua. 
Fuentes, 1972 (citado por Linn, 1993> analiza 
los porcentajes de la constitución anatómica del grano 
y encuentra que la cáscara constituye un porcentaje 
bajo, de 1.5 a 3X. El germen constituye aproximadamente 
el 25% del grano y contienen 48.5% de proteína y 28% de 
grasa. Con el germen separado y estabilizado, se puede 
cantar con una materia prima rica en proteínas y 
tes. 
acei-
Este "concentrado" protéico natural serviria de 
base para elaborar diversos productos, tales como acei-
tes comestibles, una leche de germen de quinua con pro-
cesos similares a los usados para obtener leche de soya 
y para su incorporación en f6rmulas para uso infantil 
<Linn, 1983>. 
La porción ami l ac ea , es rica en carbohidratos 
pero pobre en grasa y proteinas <0.7 y 3.4:1, respecti-
vamente) . La industria cervecera utiliza hasta un 20:~ 
de carbohidratos en la elaboración de cerveza. Una de 
las especificaciones que deben cumplir es contener poco 
aceite <inferior a 1%> y proteínas que intervienen en 
los procesos de elaboración de una cerveza de buena 
calidad. La porción amilacea podrá. cumplir con estas 
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especificaciones y podría constituir una buena materia 
prima para la industria cervecera, que en la actualidad 
utiliza arroz partido; también podrá utilizarse en ga-
lletería y en la producción de pan, alm~dón, fideos y 
otros<Ya~ez e Ivanovic, 1983>. 
Cardozo y Tapia(1979l, mencionan que el grano de quinua 
supera en proteínas a los cereales más importantes. Los 
autores citados reportan la composición de los granos 
de la quinua <Cuadro 1>. 
Cuadro 1: Promedio de los valores nutricionales en los 
granos de quinua. 
Componente Promedio N2 de determi- Rango ~; 
( ~~ ) naciónes 
Humedad 12.65 58 6.80-20.70 
Proteína 13.81 77 7.47-22.08 
Grasa 5.01 60 1. 80- 9.30 
Cenisas 3.36 60 2.22- 9.80 
Hidratos de 
Carbono. 59.74 50 38.72-71.30 
Celulosa 4.34 22 1.50-12.20 
Fibra 4. 14 30 1.10-16.32 
Linn(1983>, citando el cuadro 2, hace las siguien-
tes precisiones, respecto a la calidad de la proteína 
de la quinua: 
La quinua tiene el índice más alto de los aminoácidos 
lisina, isoleucina y treonina, en comparación con la 
proteína patrón de FAO. 
En el caso del triptófano y la valina, la proteína de 
quinua representa valores de 90 y 100~ respectivamen-
te en comparación con la proteína de referencia esta-
establecida por la FAO. 
La proteína de la quinua presenta un perfil de amino-
ácidos bien balanceado, lo que no se encuentra en las 
proteínas y leguminosas de consumo amplio. 
Basado en est os análisis, se puede decir que la qui-
nua es altamente apta para ser incorporada a mezclas 
de v egetales y otros cereales por su alto contenido 
de proteina bien equilibrada. 
Cuadr-o 2.- Comparación del contenido de aminoácidos 
esenciales de la proteína del grano de quinua respecto 
a otros alimentos (g/16g f'l) • 
AMINOACIDOS 
Alimento Arg. Fen i l. His. Iso. Leu. Lis. Met. Treo. Tri p. Val . 
Trigo 4.0 5.0 1.8 ' ::J '+ ..... 7.0 2. 1 1.2 2.6 1.1 3.9 
Maíz 3.5 4.5 2. 1 4.6 13.0 2.9 1.8 4.0 0.6 5. 1 
Arroz 5.5 4.8 1.6 4.5 8.2 3.8 1.7 3.7 1.0 6.7 
Avena 6. 1 5.0 1.7 4.8 7.0 3. lt 1.4 3. 1 1.2 5.5 
Quinua 6.5 4.5 3.2 5.2 6.5 6.3 2.5 4.3 0.7 5.0 
Soya 7.2 4.9 2.4 5.4 7.7 6.3 1.3 3.9 1.4 5.2 
Leche 3.2 1.4 2.7 1 o. 6.5 7.9 2.5 4.7 1.4 7.0 
Carne 6.4 4. 1 3.5 5.2 8.2 8.7 2.5 4.4 1.2 5.5 
Hue vo 6.6 5.8 2.4 8.8 6.6 6.4 3. 1 5.0 1.6 7.4 
Pescado 5.6 3.7 5. 1 7.5 8.8 2.9 4.3 l. O 5.3 
Patrón o. 6.0 o. 4.0 7.0 5.5 3.5 4.0 1.0 5.0 
Fuente: FAO, 1973; citado por Linn, 1983. 
Adicionalmente cabria mencionar, que el diáme-
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tro de los granulas de almidón de la quinua, es entre 
l. 5 y 3 micras que es menor que el maíz y trigo con 1 
a 23 y 2 a 40 micras !Wolf et al,citado p9r Linn 19831. 
En el estudio del aceite de la quinua se encontró la 
siguiente composición !De Bruin, citado por Linn,1983>: 
Acicio Oléico 48.0 
-----------------------------Ac ido Lino 1 é i ca 50.7 
Acido Linolénico 0.8 
Acidos grasos no ·:::;aturados 0.46 ~ 
La quinua ha sido utilizada para complementar harinas 
con buenos resultados. Por ejemplo, una mezcla de 20 ~ 
de quinua y 80 ~ de trigo, mejora el valor del PER del 
trigo en 72~ (Mahoney et al, 1975; citado por Augusto, 
1979). 
2.2.-LAS SAPONINAS-
2.2.1.-Conceptos Generales 
Seg,.Jn Bi.rk ( 1969), las saponinas son g 1 i có-
cidos que están presente en una amplia variedad de 
plantas. Ellas están caracterizadas por su sabor amar-
go, formación de espuma en soluciones acuosas, así como 
por el hecho de hemolizar los glóbulos rojos. Son ele-
vadamente t6xicas para animales de sangre fría. Su to-
xicidad es relacionada con su actividad para bajar la 
tensión superficial. Aunque el término saponina es 
referido a compuestos diferentes en lo que refiere a su 
composición química, ellas son caracterizadas sobre la 
base de sus propiedades comunes y mayormente par 1 a 
formación de espuma, propiedad de la cual deriva el 
.~6 
término saponina. El rol de las saponinas en la planta, 
no ha sido aún establecido.¡ 
Por hidrolisis completa liberan sapogeninas <aglicones) 
y azúcares <He xosas, Pentosas, azúcares ácidos). CFigs. 
2, 3 y 4>. Las saponinas son difícilmente purificadas y 
c aracterizad a s y a causa de su peso molécular relati v a-
mente grande <Fig. 5>, los análisis sólo dan fórmulas 
empíricas aproximadas. 
Las saponinas se di v iden en dos grandes gru-
pos de acuerdo a la naturaleza q u ímica de las sapogeni-
nas esteroidales CC 2 7 > o triterpenoides <C 30 ) figs. 6 
y 7. Las saponinas son de interés a causa de su activi-
dad hemolítica y , en algunas de ellas, por su propieda-
des te r apéutic a s. Las saponinas en alimentos y forrajes 
han sido estudi a das mu y poco y diferentes propiedades 
que se le atribuyen no han sido siempre probadas. 
Basu y Rastogi ( 1967) dicen que químicamente, 
las saponinas son glicósidos, las cuales por hidrólisis 
liberan :<A> una o más unidades de azúcares y (8) agli-
cones libres de azúcares los cuales son deri v ados de 
sistemas de anillos policíclicos y son comúnmente refe-
ridos como sapogeninas. 
Domínguez <1973) menciona que se da el nombre 
de saponinas <del latín SAPON =jabón) a un grupo de 
glicósidos que se disuel v en en el agua y disminuyen la 
tensión superficial de ésta cuando se agita, formando 
espuma abundante y relativamente estable. Por hidróli-
2.7 
FIGURA 2 ·-Ejemplo de la estructura de una saponina 
Fuente :Hiller 1978,citado por Augusto 1979. 
HO 
FIGURA 3 ._ Sapogenina (o genina) 
liberada por la hidrÓii. 
sis de saponinas. 
Fuente: ~ernandes 1967, citado por 
Augusto 1979. 
HIDROLISIS 
FIGURA 4._ AzÚcares, liberados por 
la hidrÓlisis de saponinas 
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2l 
COOH OH CH¡OH 
ARALOSIDO A. R. Q-o~CHtOH zsco.o~H 
OH 
COOH ~·-~~ ARALOSIDO B. R. HO zsco.o CH10H OH H H 
O CH10H 
CINCHONA GLICOSIDO C. R. ~- 27128 COOH 
ESCINA 
GLICIRRIZIN 
(oc ido olicirrirlnico) 
GIPSOSIOO A. 
~.~:·· 16 21 oxo¡u c~oH: 22 OH R. 28·CHa()CO¿H-~HCH¡ ~ OH Ha OCOCH1 H OH 
H 
COOH 
R. ~ II·CO; 29 COOH OH 
R. :t~·: "·~· OH~ 
OH 
H 
FIGURA 5._ Ejemplo de la complejidad en la estructura 
de saponinas (sustitución de los hidrógenos 
en los carbonos 3 y 28 del ác. oleanÓiico). 
fuente: Basu y Rastogi 1967. 
FIGURA 6 ·- Ejemplo de saponina triterpénica 
Fuente : Hiller 1978, citado por Augusto 1979 
FIGURA : 7 ·- Oigitonina, presentada como ejemplo de saponina 
esteroidal. 
Fuente : Windholz 1976, citado por Augusto 1979 
sis d= 1 a saponir.as s ~ obt1enen carbohioratos y una 
ag licona !amada sapogenin:3 la cual pu~de tener- una 
estructur-a esteroidal o triterpeniode. 
La saponinas esteriodales están localizadas en 
las monocotiledoneas y las triterpenoides son aisladas 
principalmente de la s dicotiledóneas . 
Ruzicka( 1963>, citado por 8irk<19á9) sugirió 
ana logías en las estructuras entre las triterpenoides y 
l ds esteriodales; él también e xpresó la hip ó tesis que 
en las células vivientes la biosintesis de las estero-
idales y de las trite r penoides proceden de un precursor 
común, el escualeno. El mecanismo hipotético sugerido 
por Ruzicka se basó sobre conocimientos anteriores, en 
los cuales las células vivientes son capaces de sinte-
tizar esteroides de moléculas pequeñas como ácido 
acético. Desde entonces numerosas investigaciones con-
firman la hipótesis de Ruzicka <Fig. B> 
B ir k ( 1969) menciona que las saponinas exhiben 
cie r tas propiedades características las cuales son usa-
das para su identificación y caracterización sabor 
amargo, for mación de espuma estable en soluciones a c uo-
sas, hemólisis de los glóbulos rojos, elevada toxicidad 
para peces y anfibios y formación de compuestos molecu-
lares con colesterol y otros hidroxiesteroides. Una 
gran variabilidad existe, sin embargo, en estas pro-
piedades, entre saponinas procedentes de varias fuentes 
y no todas las saponinas necesariamente poseen todas 
ACIDO ACETICO (C2l 
(dH¡ 
HQHzC ACIOO MEVALONICO (C6 J C0 2H 
1 
FARNESIL PIROFOSFATO (C 15 l 
ESCUALENO ( C30 l 
HO HO 
TRITERPENOIOES (C30) ESTEROIOES (C21l • 
FIGURA 8 ._ Vio más probable para la bios(ntesis de saponinas . 
Fuente : Birk,Y(I969l. 
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estas propiedades. 
Saponinas de soya no forman complejos can el 
colesterol; saponinas de Trevol Ladino no son tóxicas 
para peces y no hemolizan los glóbulos rojos. Sin em-
barga, saponinas procedentes de la misma planta pueden 
variar en la potencia relativa de las diferentes acti-
vidades características; par ejemplo, saponina de soya 
e, es un fuerte agente hemolisante con una una baja 
actividad afrasimétrica (formación de espuma>, sin em-
bargo en la saponina de soya e esta relación es 1nversa 
<cuadro 3). 
L-3s propiedades lipofílicas e hidrofílicas, tam-
bién como su actividad superficial y la habilidad para 
migrar en diferentes medios y para combinarse con este-
roles, son determinadas por la combinación entre las 
sapogeninas y las moléculas de carbohidratos en la mo-
lécula de saponina. 
Desde que la mayoría de las caracterizaciones fue-
ron hechas sobre extractos de saponinas en vez de que 
sobre sustancias puras, es muy pasible que ciertas pro-
piedades las cuales fueron atribuidas a las saponinas, 
,-esu l ten realmente de materiales acompañantes <coex-
tractivos). Es posible, por consiguiente, sugerir que 
las propiedades listadas anteriormente, las cuales es-
tán en uso común para su caracterización e identifica-
ción de saponinas, deberían ser usadas solamente como 
indicadores. La caracterización final y evaluación de-
Cuadro 3. 
Comportami~nto de la; saponinas frente a los métodos: afrosimétrico, hemolitico, espectrofotométrico. 
Procedencia Saponina Afros i rnétrí co Hemolitico Espectrofotométrico Fuente 
(formaci6n de espuma) 
Trebo! ladino negativo Birl( !1969) 
Soya soya e baja actividad fuerte agente h~mo- Birk (1969) 
lizante. 
Soya soya e alta actividad baja agente hemoli- Birk ( 1969) 
zante. 
Quinua fracci6n X negativo fuerte agente h~moli- Augusto ( 1979) 
lizante. 
Quinua fracci6n Y baja actividad bajo agente hemoli- alto coeficiente Augusto (1979! 
lizante de extinci6n 
No menda tur a: 
~~-~~ : no reportado 
Negativo: par ej~mplo 1 P.n P.! caso de las s~poninas del trebol ladino, significa que no hemolizan los gl6bulos 
rojos 
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beria ser relacionada con análisis de composici6n qui-
mi e a ( B ir k , 1979) . 
Augusto ( 1979) trabajando con fracciones de ex-
tractos de saponinas de quinua, en la evaluación de 
tres métodos: afrosimétrico (formaci6n de espuma>, he-
molítico (ruptura de glóbulos rojos) y espectrofotomé-
trico; encontró que fracciones con cero milímetros de 
formación de espuma arrojaban el más alto porcentaje de 
hemólisis de glóbulos rojos de las siete fracciones 
analizadas. Esta falta de correlación también se pre-
sentó entre el método espectrofotométrico con el afro-
simétrico y con el hemolítico. Así, el más alto coefi-
e i ente de ex t i n e i 6 n ( E t ,., t • .: '" , 4 7 O n m ) p r es en t 6 un a de 1 as 
más bajas alturas de espuma, así como un bajo pareen-
taje de hemolísis <cuadro 3). 
Cabe mencionar que el método espectrofotométrico 
utilizó el reactivo de Lieberman-Burchard para la for-
mación del color, no siendo este reactivo específico, 
se esper-a que haya reaccionado con coextractivos pre-
sentes, los mismos que no fueron eliminados por adicio-
nales procedimientos de limpieza (Augusto, 1979). 
Respecto a la actividad hemolítica, Segal et al 
<1966) propusieron que el aglicón d9 las saponinas, es 
decír las sapogeninas, son el factor esencial en la 
determinación de las propiedades hemolíticas de las 
saponinas. Esto lo determinaron esterificando, tanto 
saponinas como sapogeninas de Styrax Officinalis L. las 
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cuales presentaron una elevada actividad hemolitica a 
iguales concentraciones molares. 
En posteriores investigaciones, el mismo Segal 
et al ( 1970), trabajando con saponinas esteroidales y 
triterpenoides, encontró un significativo incremento de 
la actividad hemolítica cuando la función ester intro-
ducida en la sapogenina es neutral. Los ésteres con un 
grupo polar extra, <OH á COOH> como por ejemplo los 
succinatos, siempre exhiben un decremento de la activi-
dad hemolítica en 
esteres simples. 
comparaclón con los correspondientes 
Así fué establecido 
de un grupo OH á COOH en las partes 
que la presencia 
ácidas del ester 
inhiben la hemólisis. Esta inhibición puede ser salvada 
por acetilación á metilación de los grupos OH á COOH 
respectivamente. Parece que no es la introducción de un 
grupo éster el que incrementa la hemólisis, sinó la re-
moción del grupo polar. Sapogeninas unidas a grupos 
polares, la esterificacián de uno de ellos, no importe 
cual, incrementan la hemálisis, mientras que el bloqueo 
del segundo grupo reduce este efecto. 
Templeton, 1969 (citado por Augusto, 1979> mencio-
na que las saponinas triterpénicas poseen un esqueleto 
de más de treinta átomos de carbono, generalmente pent-
acíclicos pudiendose encontrar en cuatro series: 
a) Serie del Oleanano (a-Amirina>, b) Serie del Ursano 
{~-Amirina>, e> serie de lupano u hopano y d> Otros ti-
pos de esqueletos. Según Basu y Rastogi(1967>, reportan 
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la estructura de ~-Amirin, a-Amirin y el Lupeol <Fig.-
9l; asimismo, mencionan que las geninas derivadas 
en variedad y frecuencia, 
de 
~-Amírín son innumerables y 
el ácido oleanólico parece ser el compuesto predominan-
te en la naturaleza. Las geninas, las cuales han sido 
caracterizadas se representan en la Fig 10. Así mismo, 
se presenta una lista de las saponinas cuyas estructu-
ras han sido elucidadas. También, se muestra la estruc-
tura de las saponinas ya identificadas(Cuadro 4). 
Por otro lado se ha demostrado que la principal sapoge-
nina de quinua es el 
Burnouf-Radosevitch 
ácido oleanólico <Augusto,.1979 y 
1984>. Su identidad, junto con la 
de otra sapo gen i na, la hederagenina <Figura 1 1 ) ' ha 
sido confirmada por espectrometría de masa (Meyer et al 
1983, citado por Burnouf-Radosevitch 1984>, estando presente 
no sol o en las semillas de quinua sino también en las 
raices de esta planta <Burnouf-Radosevitch y Paupardin, 
1983) . 
2.2.2 Acido Oleanólico 
Las figuras 12 y 13 muestran la fórmula desa-
rrollada y semidesarrollada del ácido oleanólico. En 
The Merck Index ( 1968), se reporta lo siguiente : 
ácido 3n-Hidroxiolean-12-en-28-oico; Oleanol; Cariophi-
estado 
(el avo 
1 ibre en 
de olor) 
peso molecular 456.71. Se encuentra en 
hojas de Olea europea, 
y en Swertia japonica 
en Myrtaceae 
(Maxim). Como 
acetato en corteza de abedul, como glicósido en muchas 
JI·"'""'"" -e- AWifiiiN.A 
FIGURA 9 .• Genino1 QOA sirven como bo .. para 
la closilicocidn de los soponinos trittr. 
pánicos: o) uri• del oleo nono 1 JJ·amirin )1 bl Mrie 
det U< sano 1'<· amlrln) 1 e) s•rie del lup•ol. 
Fuente: Bosu '1 Rosl09l 1967. 
ACIOO ACACieO 
. ACIOO ARJUNOUCO 
R, • BARRIGENOL 
BARRINGTOGENOL 
1• Rz· borrig•nol) 
ACIOO BARRINGTOGENICO 
BARRINGTOGENOL e 
BARRINGTOGENOL O 
ACIOO BASSieO 
ACIOO CINCHOLICO 
· etCLAMIRETINA O 
ACIOO ECHINOCISTI<;O 
ESCIGENINA 
ACIOO GLICIRRETICO 
GIPSOGENINA 
HEOERAGENINA 
ACIOO MEOICAGENICO 
ACIOO OLEANOLICO 
PROTOESCIGENINA 
ACIOO POLIGALACICO 
PHITOLACCAGENINA 
SOYASAPOGENOL A 
SOYASAPOGENOL 8 
SOYASAPOGENOL e 
GENINA ESTIPHNOOENOROM 8 
GENINA ESTIPHNOOENOROM f 
16,21-0H¡ 28. eOOH 
2·0H;23-CHzOH;28-COOH 
15,16-0H; 27,28-eH¡¡OH 
2-0H;23,28-CHiQH 
2-0H¡23,28-COOH 
16,21,22-0H; 28- CHzOH 
22·0H; 16- 21 OXO¡ 28·CH¡¡OH 
2-0H;23- CHzOH; 28-COOH¡.Q ''" 
27,28·COOH 
16-0H; 25-CHO; 28-CHzOH 
16-0H¡ 28-eOOH 
22-0H, 16-. 21 OXO; 23, 2S_-CH¡¡OH 
ll-e0;29-eOOH • 
23-CHO; 28· COOH 
23-eH!OH; 29-COOH 
2-0H; 23,28-COOH 
28-eOOH 
16,ZI,22·0H; 23,29·CHzOH 
2,16· OH;23 -CHzOH;28· COOH 
2-0H; 23-eHzOH¡ 28.COOH;29-COOCH3 
21, 22· OH; 23- CHz:Qi 
21.-0H; 23 • CHzOH 
23-eHzOH; 411tu1 
2 1-28 UICTONA 
2-0H¡20- 28 LACTONA 
FIGURA 10 .• Ejemplo de ~IX>Iltninas 1 o geninos) que han sido 
corocterizodos en la naturaleza. 
Fuente : Bosu y Rostogi 1967 
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SUSTITUYENTE 
NOMBRE 
16 23 24 28 30 
J3-AMIRINA H CH 1 CH1 CH 1 CH 1 
ACIOO OLEANOLICO H . CH 1 CH 1 COOH CH1 
ERITRODIOL H CH 1 CH 1 CH20H CH1 
GIPSOGENIN H CH1 CHO COOH CH1 
ACIDO ECHINOCISTICO OH CH 1 CH 1 COOH CH 1 
HEOERAGENINA H CH 20H CH 1 COOH CH1 
ACIDO QUERETARQCO H CH 1 CH1 COOH CH 2 0H 
FIGURA 11 Sapogeninos QJe han sido caracterizadas en quírua: 
Ac. Oleanólico y Hederagenina . 
Fuente: Bournouf y Del fe! 198 4. 
FIGURA 12 Acido oleanÓ!ico(fÓfmula 
desarrollada) . 
Fuente: Simonsen y Ross 1957 
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Me MI 
HO 
FIGURA 13 Acido OleanÓ!ico (fÓrmula 
semi desarrollada l . 
Fuente: Fernandes 1967, citado por Augusto 
1979. 
CUADRO 4 
Procedencia y estructura tgeninas y azucares ) de saponinas encontradas en la naturaleza. 
PLANTA 
Aesculus hippocastamun 
(castaña de caballol 
Aralia manchurica 
Aralia elata 
Centella asiatica Syn., 
Hidrocotillo asiatica 
(variedad madagaspar ) 
Cinchona Calisaya 
Glycyrrhiza glabra y 
otras especies 
Gypsophild pacifica 
SAPONINA 
ESC!NA, CR!ST., 
m.p.224° 
eR!PTOESC!NA A 
y 8 
GEN!NAS Y AZUCARES 
PROSAPOGENINA ---> Escigenina 
(MEZCLA DE ESCJNA, METJL ESTER DE ESC!NA Y COLESTEROL! 
ESC!NA PROTOESCJGENINA + ESeJGENINA + ESCINDINA 
ARALOSIDO A 
m.p. 195° 
ARALOSIOO 8 
m.p.230° 
ARALOS!OO e 
ASJATICOSJDO 
GLICOSJDO A 
(quinovinal 
GLICOS!DO 8 
GL!COSOOO e 
GL!CIRR!Z!N (ácido 
Glicirrizinico) 
G!POS!OO 
(PRESENTE COMO SALES DE LOS ACJDOS ANGELJeO o TIGLICOI 
+0-glc.+ D-Xil + 0-glc.UA. 
AC!DO OLEANOLJCO +glc.UA + D-glc. + L-ara. 
AC l DO DLEANOLl CO + g le, UA + g le.+ 2 ara, 
ACJDO DLEANOL!CO + glc.UA + glc. + Xil. + gal. 
AC!DO AS!ATICO + 2glc. + ra 
ACIDO OUINOV!CO + 6 deoxi - gl ucosa 
(quinovos,¡) 
AeiOO QU!NOV!CO + 0-glc. 
ACJDO eJNCOL!eO + 6 deoxi-glucosa 
AC!DO GLIC!RR!CETieO + 2glc.UA 
GJPSOGENIN t D-glc. t D-gal. + O-ara. + 
L-ara . t O-fue. + 0-glc.UA t 30-Xil 
Abreviaciones: glc.= glucosa, fru.= fructuosa, gal.= galactosa 
ara.= arabinosa, fue.= fucosa, xiJ,; xilosa, ra.= ranmnosa, 
glc.UA = ácido glucor6nico, amorf,= amorfo, crist.= cristalino. 
FUENTE: BASU Y RASTDGJ, !967 
4 0 
saponinas: Simonsen (1957 > . [nsoluble en agua; soluble 
en 65 partes de eter, 106 partes de alcohol 
partes de alcohol de 95% en ebullición, 118 
a 1 95~1., 35 
partes de 
cloroformo, 180 partes de acetona, 235 partes de meta-
no 1. 
Por otro lado Ker n an <1984>, reporta que obtu-
v a el ácido oleanóli c o por una e x tracción en etanol al 
801. (bajo reflujo por 3.5 hrs) de harina de kochia, 
aunque también podria obtenerse a partir de quinua mo-
lida y de raíces de alfalfa. Los solventes fueron remo-
v idas en rata v apor y el residuo tratado can una solu-
ción de etanol al 5 0 1. de ácida clorhídrico. Las sapo-
ninas crudas fueron hidrolizadas a reflujo por 5 horas. 
La mezcla de la reacción fué diluida con agua destil¿¡-
da, filtrada y el precipitado lavado con agua. El pre-
cipitado fué decolorado 2 v eces con carbón acti v ado por 
reflujo con etanol absoluto y el precipitado recuperado 
por tratamiento del filtrado con 10% de HCL y l ava do 
con agua. El ácido oleanólico impuro puede ser purifi-
cado por v arias recristalizaciones en metanol. 
2 .2.3.- Propiedades 
2.2.3.1.- Físicas. 
Estos heterósidos se c aracterizan por un 
conjunto de propiedades físicas. Así mismo, pueden ser 
sólidos, blancos o amarillentos, generalmente amorfos; 
su cristalización es m u y di fíe i 1 , pudiendo ser dis -
persas en agua y formar soluciones difícilmente di a-
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lizables <Ferna.ndes, 1967; citado por Augusto, 1979). 
La.s propiedades, tales como poder emulsifi-
cante, capacidad de formación de espuma en soluciones 
acuosas, permeabilidad de las membranas, son debidas a 
la alta tensión superficial de las soluciones acuosas. 
La solubilidad de estos compuestos aumenta en solucio-
nes diluidas de alcoholes; tales como metílico, etíli-
ca, butilico <Fernandes, citado por Augusto, 1979). 
2.2.3.2.- Químicas. 
Las saponinas pueden ser precipitadas par-
cialmente en soluciones de Hidróxido de Bário, Hidró-
xido de Magnesio, Acetato Básico y Neutro de Plomo o 
ser saturadas como soluciones acuosas de sales como 
Cloruro de Sodio, Sulfato de Amonio y Sulfato de Mag-
nesio <Fernandes, 1967, citado por Augusto, 1979). 
Las características que han sido estudiadas des-
de el punto de vista químico y físico-químico, son las 
lipofilicas, las hidrofilicas tenso activas, la capaci-
dad de migración en diferentes medios, la combinación 
con esteroles <Birk~ 1969). 
2.2.3.3.- Biológicas. 
Las saponinas han sido involucradas en la pa-
togénesis del hinchamiento de rumiantes por alteración 
de la tensión superficial y así contribuir a la "espuma 
de hinchamiento" por el entrampamiento de innumerables 
4Z.. 
Cuadro 5 Propied3des y usos de las saponinas ~n general. 
Fisic~s 
Afrosi~étricas (forma-
ción de espuma en so-
luciones acuosas, sa-
bor amargo, emulsifi-
cante, baja la tensión 
superficial, solubles 
en alcohol diluido. 
Sustancias sólidas 
blancas o amarillen-
tas, generalmente a-
morfas, de difícil 
cristalización, forma 
soluciones difícilmen-
te dializables. 
Ouimicas 
Forma compuestos con 
colesterol e hidroxie-
steroides. Estabiliza-
dor de emulsiones. 
Agentes espumantes 6 
detergentes (ventaja 
frente a los detergen-
tes comerciales). Pro-
tector de coloides en 
secado por atomización 
de saborizantes(igual 
comportamiento que la 
goma arabiga>. Utili-
zadas en bebidas por 
su efecto espumante. 
Precipitan parcialmen-
te en soluciones de 
hidró~ido de Bario, de 
Magnésio, acetato bá-
SlCO y neutro de plo-
mo. 
Biológicas 
Hem6lisis de los glo-
bulos rojos in vitro, 
toxicas para peces y 
anfibios. Antiinflama-
torias, antibióticas, 
antineoplásicas, car-
dioestimulantes, anti-
conceptivas, 
tricionales, 
antinu-
antihel-
minticas in vitro, 
antilipénicas, baja 
los niveles de coles-
terol, tóxicas cuand.:J 
se administran con 
drogas, detoxificantes 
(de estricnina en ra-
tones>, insecticidas 
termiticidas, deprimen 
la proliferación de 
levaduras, inhiben en-
zimas proteolíticas. 
Previenen el efecto 
adverso de los corti-
coides. Contra la le-
pra, para el trata-
mienento de úlceras 
gástricas y dermati-
tis. Promueve la ger-
minación de semillas a 
bajos niveles y los 
inhibe a altos. Con-
tribuye con la "espuma 
de inchamiento" de los 
gases de fermentación 
en la patogénesis de 
rumiantes, fungistáti-
ca, depresión en la 
producción de huevos y 
en la velocidad de 
crecimiento de pollos. 
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de los gases de fer~entación a tr3vés de ali-
mentas ingeridos (i'1.3C3nrllish, 1937; Olson, 19l+4 y Quin~ 
1943; citados por Birk 1969). Otros autores han mencio-
nado que las saponinas tienen propiedades antiinflama-
torias <Lallouette et 31 1969; citado por Augusto, 
1979>, antibióticas <Schlosser, 1976; \·Jolters 1968; ci-
tados por Augusto, 1979), antineoplasicas <Pettit 1976; 
P m-1 e l l 1 9 7 6 ; e i t a dos p o r Augusto, 1979), cardioestimu-
lantes <Sokolov, 1971; citados por Augusto, 1979), 
anticoncepcionales(Cheke 1976 y Cho, 1977; citados por 
Augusto, 1979). Ghosal et al(1981) también menciona que 
una saponina triterpénica aislada de Justicia simplex, 
la designada con el nombre ácido oleanólico-3-0-~-D-
glucopiranosil-4-0-ferrulate puede ser un potente age-
nte antifertilizante. La Literatura también menciona a 
las saponinas como sustancias·antinutricionales<Cheeke, 
1971; L.Jasiky, 1943; I.<Jolf, 1969; Birk, 1963; citados por 
Augusto, 1979). Cabe reiterar lo que menciona Birk, 
( 1963): "desde que la mayoría de las caracterizaciones 
de saponinas fueron hechas sobre extractos de saponinas 
en vez de que se haya hecho sobre sustancias puras, es 
posible que ciertas propiedades las cuales fueron atri-
buídas a las saponinas resulten de sustancias acampa-
ñantes". 
Basú ( 1967) , menciona que las saponinas,en 
general, bajan la tensión superficial y poseen 
dade~ emulsificantes, ello tiende a alterar la 
propie-
permea-
4 {_, 
bilidad de la pared célular y por lo tanto ejerce una 
toxicidad general sobre todo los tejidos organizados. 
Su actividad hemolitica y antilipémica (Lipemia = pre-
sencia de grasa en la sangre> y su capacidad de bajar 
los niveles de colesterol en el suero pueden ser consi-
deradas como una de sus características más importan-
tes. 
8asú(1967>, menciona que aunque la mayoría de 
lus saponinas son pobremente abs rbidas en el tracto 
digestivo, está aparentemente establecido que la ad-
ministración de al menos algunas de ellas simultanea-
mente con drogas incrementaría la absorción de las úl-
timas en el intestino. Ciertas saponinas exhiben pro-
piedades especificas, algunas han sido tratadas como 
insecticida y siendo no tóxicas para humanos y anima-
les, éstas pueden ser usadas como polvos, emulsiones o 
en forma de solución. El efecto antihelmíntico in vitro 
de ciertas saponinas fueron buenos, pero éstos no po-
drian ser usados debido a su marcada irritación de la 
mucosa. La saponina de l<alopanax de remalcable acción 
termiticida es responsable de la resistencia a las ter-
mites de la madera. Las saponinas 
ven la germinación de las semillas 
de Altriplex promue-
a una concentración 
de O.li'. pero actua como un inhibidor a los niveles de 
1.5%. La saponina de Pittosporum deprimió la prolifera-
ción de levaduras. 
La habilidad de la saponina para reducir la 
45 
tensión superficial a sido utilizada para hacer estabi-
lizadores de emulsiones y los resultados han sido com-
parados con las sales de los ácidos grasos. Las sapo-
ni nas de Ruscus aculeatus han sido presentadas como 
agentes espumantes o como detergentes. Sus poderes hu-
mectan y acción detergente ha sido comparada con deter-
gentes comerciales y resultados favorables han sido ob-
tenidos. Su uso como protector de coloides en secado 
por atomización de materiales saborizantes en polvo han 
sido investigados y se ha establecid6 que es igual a la 
goma ar .áb i ga. Algunas saponinas han sido empleadas en 
bebidas para producir un efecto espumante. 
Las saponinas han sido evaluadas clínicamente. 
Asiaticoside ha sido reportada con remarcado efecto 
curativo 
rrí.zico) 
contra la lepra. GLYCYRRHIZIN (ácido glici-
ha sido usada en el tratamiento de úlceras 
gástricas y dermatitis: Las saponinas reducen la hiper-
colester-emia y su acción mineralocorticoide glucocor-
ticoide, asi como su efecto 
establecido sin lugar a duda. 
antiinflamatorio, ha sido 
Presenta propiedades hi-
pertensivas y efectos detoxificantes en ratones enve-
nenados con I'Jitrata de estricnina. 
Birk, 1963 <citado par Gestettner, 1963> m en-
ciana que las saponinas de soya pueden inhibir, in vi-
tro, ciertas enzimas proteolíticas. 
Kodata et al ( 1 981 ) a i s 1 a sapaninas y menciona 
que previenen el efecto adverso de las carticoides. 
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2.2.4 Métodos para la identificación y determinación 
cuantitativa de saponinas y de ácido aleanólico. 
2.2.4.1 Consideraciones Generales. 
Birk, (1969> menciona que los métodos para la 
detecci6n, identificaci6n y determinación cuantitativa 
están basados en sus propiedades características, nor-
malmente su actividad hemolitica y habilidad 
mar espuma estable en soluciones acuosas. 
para for-
El hecho de que el aglicón de la molécula de 
saponina · es uno u otro, triterpeniode o ester-iodal, 
sirve de base para para las reacciones características 
de color con reactivos tales como Liebermann-Burchard 
(una mezcla de ácido sulfúrico y anhídrido acético> y 
SbCl 3 o SbCl~. Desde que estas reacciones son 
de una baja especificidad, reacciones de color 
más bien 
positi-
vas pueden ser llevadas a cabo con otras sustancias que 
no son saponinas, especialmente cuando se tienen pre-
paraciones crudas, es decir, con la presencia de coe x -
tractivos. Es por lo tanto esencial el uso de varios 
criterios para la identificaci6n de una saponina. La 
determinación de la composici6n química de una saponina 
por el análisis de la molécula del carbohidrato y del 
agl icón, procedentes de los hidrolizados ácidos, es el 
método más seguro para la identificación y definición. 
Ello puede realizarse por análisis de la cromatografía 
de papel y gas, por reacciones de los grupos químicos 
especificas, y por espectros de absorción ultravioleta 
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( lj l.)) e infrarojo < IR> ~ también como por Resonancia 
Magnética Nuclear (NMR> características para las tri-
terpeniodes y esteroidales. 
Según Gestetner et al ( 1966) en una fracción 
de saponinas de so y a~ la denominada fracción e, se ha 
encontrado una relación 3:1 (p / p) relación s apogenina / -
azúcar, lo que equi v aldría a una relación molar 1:1 
Esto permitiría inferir el tenor de saponinas mediante 
un factor, el mismo que multiplicaría a las sapog'?ni-
nas. Esto, empleando la determinación de sapogeninas en 
harina d e so y a coma un método equi v alente para la de-
terminación de saponinas en general. El método e hidró-
lisis utilizado, fué reflujar una suspensión de harina 
de soya desgrasada en lN de H2 SD 4 en dioxano-agua(l:3) 
por 8 hrs, seguidas por la e x tracci ó n de la sapogenina 
con eter, cromatografía sobre óxido de aluminio y la 
posterior determinación con el reacti v o Lieberman-Bur-
ch a rd. Es de esperar que el método sugerido para la de-
terminación de saponina de soya, sea también aplicable 
a la saponinas d e otras fuentes. 
2. 2 .4.2. - Detección e Identificación. 
8irK ( 1969), en su re v isión de literatura men-
ciona que el sabor amargo, formación de espuma estable 
en soluciones acuosas, la habilidad de hemolizar los 
glóbulos rojos y producir la muerte de anfibios y peces 
en soluciónes muy diluidas son propiedades en las cua-
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les se basan los métodos de identificaci6n y detecci6n 
de saponinas. 
Como se ha discutido anteriormente, es más conve-
ni ente la identificaci6n, detección 
por 1 a evaluación de las saponinas en 
propiedades, no sólo por el hecho de 
y cuantificaci6n 
sí., que por sus 
que la obtención 
de saponinas puras es dificil y las propiedades que se 
le podría atribuir a éstas podrían deberse a materiales 
acompa~antes (coextractivos>; sino que, estas propieda-
des se ven afectadas por factores de pH (en la forma-
ción de espuma>, presencia de grupos polares como OH y 
COOH (que afectan la hemólisis) y que en términos gene-
rales no ha habido una buena correlación entre dos de 
sus propieda-los métodos más conocidos que aprovechan 
des, como son el afrosimétrico y el hemolítico. 
Respecto al sabor amargo, Abel~, citada por Za-
realizó un estudio para determinar valeta et alC1982) 
el mínimo detectable de saponinas en la quinua y en sus 
productos. Este mínimo detectable ha sido determinado 
para el caso de la quinua "real" en un rango de 0.06 a 
o. 12% en base seca, mediante las pruebas de análisis 
sensorial. Cabe indicar que Abela y Zavaleta, hacen 
este estudio en el marco de los proyectos Andinos de 
Desarrollo Técnologico, en un esfuerza conjunto para el 
desarrolla de una tecnología de desamargado de la qui-
nua, y es muy probable que los tenores de saponinas 
entregadas al panel de degustación hayan sido determi-
1,9 
nadas por un método volumétrico desarrolado por Zava-
leta, et al(1982> el cual presenta algunas limitaciones 
que se discutirán más adelante. 
8 ir k ( 1969) , menciona algunos métodos para la 
separación, no sólo de los coextractivos de las saponi-
nas, sinó de las saponinas entre sí; es decir, de sus 
congéneres. Los métodos de separación (de coextractivos 
y congéneres), generalmente son basados en la 
grafía en capa fina y los métodos de detección 
cromato-
se rea-
lizan generalmente por reacciánes químicas o, en menor 
medida, aprovechando sus propiedades fisicas como su 
poder hemolitico. Así, Birk( 1969) menciona que las 
separaciónes cromatográficas sobre papel fueron hechas 
por Pasich en 1961, y las de capa fina, por Van Dweren 
en 1962, para la detección de saponinas en extractos 
crudos, lo que permitió una concentración parcial y 
separación de saponinas y remoción de sustancias acom-
pañantes. Diferentes métodos de revelado han sido em-
pleados para su identificación sobre los cromatogramas. 
Asi, Coulson ( 1958) usó el reactivo Carr-Price (una 
solución saturada de tricloruro de antimonio en cloro-
formo>, Van Atta y Guggolz (1958) el ractivo de Líe-
bermann-Burchard. Pasich(1961l, en un segundo documento 
científico, estableció que un 25% de solución etanólica 
de ácido fosfotúngstico fué más satisfactoria, mientras 
que Kazerovskis(1962) reportó que una suspensión de 
sangre-gelatína(gel) fue muy útil en la detección de 
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saponinas sobre crom~tografia en papel. 
Huavuan et al(l981), trabajando con un método 
calorimétrico, previa purificaci6n y separación de las 
saponinas por cromatografía en capa fina, localizó las 
saponinas con vapores de Yodo, raspó las bandas corres-
pendientes a las saponinas y las hizo reaccionar con 
una salucion recientemente preparada al 5% de vainillin 
en ácido acético y 0.8 ml de ácido perclórico, siendo 
la mezcla calentadd en un baña de agua a 60°C por quin-
ce minutos. Posteriormente enfriada, se adicionó 5 ml 
de ácido acético glacial, se mezcló bien la solución, 
se centr·ifug6 y la solución sobrenadante fué leída 
colorimétricamente a 560 nm frente a un blanco. 
2.2.4.3.- Determinaci6n Cuantitativa de Saponinas y de 
ácido alean6lico. 
La saponina de estructura 
noide, semejante a las saponinas de 
extraídas con metanol:Agua, eliminado 
quimica triterpé-
quinua, han sido 
el metanol y ex-
traídas del medio acuoso con cloroformo:butahol<Gromova 
et al, 1981). Asi mismo, la extracción de saponinas de 
medios acuosos ácidos, se ha realizado con una mezcla 
cloroformo:butanol<Honerlagen y Tretter, 1979) Estos 
tratamientos no permiten la eliminación completa de 
coextractivas y, desde el momento que los reactivos 
para la formación del color no son especificas, se hace 
necesaria una purificación suplementaria. Es asi, que 
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haciendo uso de la cromatografía en capa fina se obtie-
ne no sólo 1 a eliminación de coextractivos, sinó tam-
b i én la separación individual de saponinas (Pasich, 
1963 y Huayuan et al, 1981 >. 
El ácido oleanólico es la principal sapogenina 
de quinua <Augusto, 1979, 8urnouf-Radosevitch y Delfel, 
1984> y este hecho sumado al que a la fecha no se ha 
elucidado la estructura química de alguna saponina de 
quinua que podría servir como standard, conduce a la 
alternativa de cuantificar saponinas en forma indirecta 
mediante el uso de un factor, e 1 cua 1 transforme a 
saponinas, el ácido oleanólico, el mismo que ha sido 
cuantificado previamente. 
Este factor de transformación se puede encontrar a par-
tir de saponinas puras, las cuales se hidrolizan y se 
determina el tenor de ácido oleanólico, de tal modo que 
se tendría: 
Saponinas =(f')x(Acido Oleanólico); "f" es el factor de 
transformación. Esta misma expresión se podría expresar 
en porcentaje; así, Augusto (1979) encontró la siguien-
te relación: 
X saponinas = 42.4405 x X Acido Oleanólico. 
Esta expresión fué determinada a partir de extractos 
crudos de saponinas; es decir, saponinas semipurifica-
das, en las cuales hay presencia de coextractivos y por 
la tanto el factor podría ser sobrevaluado. Este inten-
ta de cuantificar saponinas mediante ácido oleanólico 
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será ds> mava~ trascendencia en ia medida en que el 
factor hallado sea a oartir de sapaninas puras. 
La identidad del ácido oleanólico, junto con 
de otra sapogenina: La hederagenina, ha sido confirmada 
par espectrametria de masa <Meyer et al 1983; e ita da 
par Burnauf-Radasevitch y Delfel, 1984) estando presen-
te na sólo en las granos, sinó también en las raíces de 
la planta de 
1983) 
quinua <Burnauf-Radasevitch, y Paupardin 
Por otro l3da, existe un métada(Figura 14) para 
cuantificar ácida aleanólica par cromatografía de gas 
(prevía formación de su trimetíl silil TMS derivada) 
para posteriormente inferir el tenor de sapaninas me-
diante un factor, el mismo que fué obtenido a partir de 
sapaninas semipurificadas <Augusta 1979). La dificultad 
radica en obtener una mezcla de saponinas de elevada 
pureza, las mismas que nas permitan inferir el tenor 
real de saponinas. 
Otro análisis cuantitativa por cromatografía de 
gas<GC> ha sida llevado a cabo, mediante la volatiliza-
ción de ácida oleanólico par formación de su metil 
es ter derivada can diazametano <l<ernan et al 1973>. 
También, sapogeninas de quinua(ácida aleanólica y hede-
ragenina> han sido analizadas por cramatagarfia liquida 
de elevada perfarmance<HPLCl, sin necesidad de deri-
vatizacián <Burnouf-Radasevitch y Delfel 1984>. 
Adicionalmente a los métodos mencionadas, existe 
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FIGURA 14 : FLUJO PARA LA DETERMINACION DE ACLDO OLEANOLICO ( A.O) POR 
CROMATOGRAFIA DE GAS ( GC) . 
QUINUA (lOO gr.) 
1 
TAMIZAR ( 40- 60 mesh) 
1 
PORCION 
lO gr. ( ±. 0.1 mg . de A .O.) 
n-Bu OH80%:Et OH80% ______¡. 
(1 :2;1 :1 ¡ 2 :1 ¡ 3x60 mi.) 
EXTRACCION POR GRADIENTE 
( reflujo, baño de arena 115°Cx30') 
1 
FILTRAR 
(lana de vidrio y what: N~ 1) 
f---- residuo 
FIL TRADO(saponinas) 
1 
CONCENTRACCION (.!.. 2-Sml.) 
( rotavapor 60°C) 
n-BuOH80%: Et0H80%-
(1 :1;"lvl 
VOLUMEN (25ml.) 
1 
ALICUOTA( lO mi.) 
1 
S ECAR(saponinas) 
H2Q ,lO mi-------+ 
1-4 dioxano,IOml. ---? 
H2 S04 . 12N, 20ml.----+ 
HIOROLISIS 
(baño de arena II0°Cxl.5hrs.) 
1 
ENFRIAR 
( 0 l ambiente) 
HCCI3 
( 3x50ml.) 1 ® 
® 
1 
EXTRACCION 
1 fase acuosa acida 
FASE CLOROFORMICA(sapogeninas) 
COLUMNA Na 2 S04 
( 10xl.5cm) 
HCCI~ 
(2x20ml.) 
SOLUC. CLOROFORMICA 
1 
CONCENTRACION (1-5m l.) 
( rotavapor ! 40°C) 
HCCI 3 -----~ 
VOLUMEN (10ml.l 
1 
ALICUOTA(2.5ml) 
N2-----?1 
SECAR 
BSTFA -----+ 1 
(0.25ml.) 
A .O. 
REACCION(agil. x3C 
(condiciones anhidra~ 
r 
REPOSO 
(
0 t ambiente x3d) 
1 , 
GC (0.25J.JI 
% A .O. = xiOO 
).lg de muestra inyectada 
% Saponina= A. O. x 42.4405 
" 1 CONDICIONES GC: 3% SE 30 G'x~ sobre Chrom WAW DMCS. Columna :zssoc. FIO. : 320°C H2 :25 
mf./min Aire .t. 250 ml./min. N:! : 65 ml./min. atenuación : x80x10 A .O. patrón ::!: 
30,ug/,ul 
FUENTE :AUGUSTO ( i979--l. 
un método volumétrico de requerimientos sencillos ':?n 
cuanta a reactivos y equipas, que titula con hidr6xido 
de sodio los eKtractos liposolubles de sapogeninas di-
su e l t as en a l e oh o 1 de 9 6 Y. ( Z a va l e t a e t a 1 , 1 9 8 2 ) • l_ a d i -
ficultad de este método radica en que es poco notorio 
el virage del indicador de fenolftaleina, no sólo por 
el hecho de que tanto la soda como la fenolftaleina~ 
siendo hidrosalubles no tienen difusibilidad inmediata 
estando en un medio liposoluble; sino por el hecho 
que el es encubierto por los 
pigmentos presentes. 
A esto se agrega que la soda no sólo valoraria 
el ácido oleanólico; sino también, otras sapogeninas de 
caracter ácida, como la hederagenina, así coma posibles 
coextractivos que también presenten caracter ácida. 
En términos comparativas, entre el método 
volumétrico y el gas cromátografica, este último pre-
senta ventaja, no sólo por los inconvenientes que se 
mencionó para el primer método; sinó, por que el método 
gas cromatográfico permite la separación individual de 
sapogeninas para la cualificación del ácido oleanólico 
v su posterior cuantificación, por lo que fué elegido 
para la evaluación de la exactitud 
~spectrofamétrico. 
del presente método 
Por otra lada, Hanerlagen y Tretter H.< 1979> 
repartan un método espectro~otométrico para la determi-
nación cuantitativa rutinaria del total de saponinas en 
SS 
R 'l i e es d e G i n sen q P 3. na -~ '1 e :< t r- a e t o s , en es t ·:? 111 é t o d o , no 
se an3liza ~cido olean~lico por lo que no se procede 3 
hidrolizar las saponin3s (Figura 15>. 
Respecto a la hidr6lisis, en análisis cuanti-
tativos de saponinas triterpénicas, el medio usado ha 
sido dioxano: agua <Kernan et al, 1973 y Cundif 196t-+); 
es el que seg~n algunos autores(Larry et al 1970 y Cun-
dif 1964) proporciona las mejores condiciones. Este 
mismo medio ha sido usado por- Augusto(1979> en el caso 
de la hidrólisis de saponinas de quinua, las cuales 
fueron tratadas con 121'1 de ácido sulf~rico en un siste-
ma dioxano:agua(l:ll por 1.5 hrs, para extraer las sa-
pogeninas posteriormente con cloroformo. 
2.2.4.3.1.- Sililación. 
Este término se mencion6 anteriormente en el método 
deset-ito por Augusto(l979) par a 1 a cuantificaci6n de 
ácido oleanólico. 
La Applied Science Laboratories Inc.<1977>, dice 
al respecto: La Trimetilsililación es el procese donde 
un átomo de hidr6geno activo en una molécula, es r- eem-
pLazado por un grupo Tri me ti l si 1 i 1 -Si ( CH , ) :::. ( "TMS" > 
Todos los compuestos conteniendo grupos hidroxilos 
<-OH>, amino (-NH 2 ,-NHR>, y sulfidrilos (-SH) pueden, 
en teoría, ser Trimetilsililados. Los deri v ados resul-
tantes son generalmente más volátiles que sus compues-
tos originales y poseen mayor estabilidad térmica. Es-
FIGURA 15 ·- FLUJO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA RUTINARIA 
DEL TOTAL DE SAPONIN.AS EN RAICES DE GINSENG. 
GINSENG 
mezcla : 
0.1 N HCI saturado 
con HCCI 3 :1- Bu OH 1:6 
( 2 fases) 
MeOH: H2 0----+ 
( 1:1 ;%l 
SEQUEDAD 
H Cl 0 .1 N ----. 
MEZCLA 
¡----+fase inorgánica (azúcares) 
FASE ORGANICA 
fase inorgánica --------------~ 1 
( 1) 
REACTIVO DE COLOR : 
, 
Oc OH: Hz S04 ( 1 :1:,1-00rnl. ) 
(alícuota) 
NOMENCLATURA : 
Me OH= metano! 
n Bu OH= n-Butano! 
CHCJ 3 =cloroformo 
Oc OH =Oc acético 
(1) 
FUENTE : HONERLAGEN Y TRETTER( 1979) 
MEZCLA 
--~fase inorgánica (azúcares) 
FASE ORGANICA ( saponinas) 
1 
ALI CUOTA 
1 
SEQUEDAD (vacío x 60°C) 
FlLTRADO 
AL! CUOTA 
REACCION (rojo) 
1 
E3PECTROFOTOMETRO (520nm) 
REACTIVO DE COLOR :_ se mezcla bajo agitaciÓn y 
enfriarr.iento con corriente 
d~ agua fria y se deja reposar dos hrs. El O e OH es 
glacial y el H2 S04 concentrado, ambos reacttvos 
con una pureza~ a 96% 
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tas propiedades han permitido el amplio empl2o de tri-
metilsilil derivados en la cromatografia de gas. 
El r·eactivo más ampliamente usado para la Trime-
tilsililaci6n de grupos hidroxilos son combinaciones de 
hexametildisil3.sano ("Hr·1DS") y clorotrimetilsilano 
< "CH-15'' >, en solventes tales como piridina, N-N-dime-
tilformamida y dimetilsulf6xido. 
El 1\J ~ 0-Bis<Trimetilsilil) acetamida < "BSA") es 
un reactivo trimetilsililante potente para ambos gru-
oos: hidroxil y amino. Es también un excelente solvente 
para compuestos polares. Un compuesto relacionado, N-
{ t r i m e t i l s i l o l ) a e e t a m i da ( " T i"l S A" ) es ú. t i l para la trim-
etilsililación de compuestos hidroxilos, particular-
mente carbohidratos. 
El 
< "BSTFA'') 
N, 0-Bis<Trimetilsilil>Trifluoro acetamida 
el fluorinado análogo al BSA es también un 
reactivo trimetilsililante potente y puede ser empleado 
en las mismas aplicaciones en que el BSA. Una valarable 
propiedad del reactivo es su mayor volatilidad compara-
da con el BSA. Sus productos, f'I-<Trimeti lsi l i l) tri-
fluoro-acetamida y trifluoro acetamida son también más 
volátiles que los productos correspondientes al BSA. 
El N-<Trimetilsilil> dimetilamina < "TMSDI"lA") es 
un reactivo super1or para la trilmetilsililación 
amtnas y aminoácidos. En presencia de catálisis 
de 
de 
CTI"1S, puede también ser usado para la trimetilsilila-
ci6n de grupos hidroxilos. 
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El N-CTrimetilsilillimidasal ·3e oresenta como el 
mejor reactivo para la trimetilsililacion de compuestos 
hidro ~< i lado s en l a presencia de agua. Carbohidratos, 
por ejemolo, pueden ser trimetilsililados en jarabes y 
aún en soluciones acuosas conteniendo 50% o más de 
agua. 
Según el manual de los laboratorios Pierce( 1983>: 
El agua desco mpone a ambos, a los reactivos TMS y a los 
derivados, asi que excesiva humedad deberia ser evita-
da. La hidrólisis de los reactivos TMS o productos de-
rivados produce he xametildisilosano [(CHJl~SiOSi<CH3 l~ J 
el cual es inerte y no interfiere en la acti vid ad del 
reactivo en peque~as cantidades. 
La reacción puede ser muy rápida pero algunas 
requieren tiempos largos, estas últimas deberián che-
qu earse hasta que no haya incremento en el pi ca del 
producto sililado. 
Aunque los TMS derivados son estables tér-micamente, 
la sensibilidad a la humedad varia considerablemente. 
Por ejemplo, TMS azucares son comp letamente estables 
al agua a temperatura ambiente; pero TMS aminoácidos se 
hidrolizan más rapidamente. En general la estabilidad 
hidrolitica es como sigue: TMS-eter > TMS-ester > TMS-
amina·5. 
Muchos TMS reactivos son inflamables. Deben obser-
varse con cuidado. Se debe evitar el contacto con la 
piel, particularmente los ojos, y ev i t a r 1 a i nh a 1 ación 
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de los vapores. Las prooic:>dades tóxicas no han sido 
complentamente investigadas. 
f<lebe et :ll 1966 (citado por Augusto,19791 menctona 
que la trimetilsilil derivatización del ácido oleanóli-
co pude ser como se muestra en la Figura 16. 
Stalling et al 1968 (citado por Augusto 1979) dice 
que entre los reactivos sililantes que tienen buenos 
resultados está el BSTFA, por la volatilidad de sus 
productos de reacción y el menor depósito de Si0 2 en el 
detector de ionización de llama FID, y que tiende a 
minimizar el error causado por la pérdida de sensibi-
lidad del detector. 
El BSTFA, como todo reactivo sililante, debe ser 
utilizado en condiciones anhidras por que es sensible 
al agua, pudiendo ser degradado como se 
Figura 17. 
2.2.5. Espectrofotometria 
ácido oleanólico 
de saponinas, 
muestra en la 
sapogeninas y 
Genkina et alC19771hace un estudio espectrofo-
tométrico de glicósidos de ácido olean6lico y hederage-
ni na en ácido sulf~rico concentrado. Menciona que el 
desarrollo de métodos analíticos es de 
interés debido a que algunos glicósidos 
considerable 
triterpénicos 
son de uso medicinal y que los glicósidos de ácido o-
leanólico y hederagenina son los más e~tensamente dis-
tribuidos Cmás de la mitad de los compuestos descubier-
tos) y que la estructura de cerca de 200 compt.1es tos ha 
-e 
~o 
\ 
~J. 
FIGURA 16 ._ Trimet ilsilil derivaciÓn del ácido oleanólico 
Fuente : Klebe etal1966, citado por Au.;;usto 1979. 
/0-Si.(Mu)l 
F c-e 
3 ~" ~ ~-Si.c u 1 
¡v¡ e: J 
SS T FA 
H /OH 
_ __._2 o _ _.)" F3c -e + H o S l. Me 
~ ) 
N-S l. Me 
3 ~lHOSCMe 3 
F c-C 
J 'NH 2 
Tri..fluoro Ac.et~ml..d• 
FIGURA 17._ DegradaciÓn del BSTFA mediante el agua 
Fuente : STALLING et al 1968, citado por Augusto1979 
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sido elucidada. 
Triterpenoides con un aisl3do doble enlace tienen 
una absorción máxima en 13 región ultravioleta del es-
pectro en el rango entre 193 y 205 nm <Oll ington, !"lea-
kins, 1960; citado por Genkina et al, 1977). Desafor-
tunadamente, esta región del espectro es inconveniente 
para la determinación cuantitativa de triterpenoides y 
sus glicósidos. La reacción halocrómica en ácido sulfú-
rico concentrado ha sido usada para la identificación v 
cuantificación de esteroides y triterpenoides. Con ~ci-
do sulfúrico concentrado, los últimos presente1n picos 
de absorción característicos en la región UV del espec-
tro electrónico, el cual puede ser usado para la deter-
minaci6n analítica. Ha sido establecido que para obte-
ner resultados reproducibles, las principales condicio-
nes de reacián <concentración de ácido sulfúrico, tiem-
po de reacción y temperatura), deben ser estrictamente 
controladas. 
Semenchenko et all1977l y Yarting et all1972) cita-
dos por Genkina et al<1977) concluyeron que las condi-
ciones óptimas para esta reacción son calenta,- la mez-
cla reacionante a 70°C x 60'. 
La reacción en ácido sulfúrico concentrado depende 
de la estructura del compuesto ha ser determinado. Es 
imposible postular que el máximo a 3t0 nm es caracte-
rístico sólo de los triterpenoides y no para esteroi-
des. 
La velocidad de formación de los productos de re-
acci6n, su estabilidad ,, f • en adición a esto, la posi-
cián o intensidad de los picos de absorción depende 
sobre todo de la concentración de ácido sulf~rico. Con 
un incremento en la concentraci6n, el pico extremo cam-
bia a longitudes de ondas mayores, la reacción toma 
lugar más rapidamente, y se incrementa la estabilidad 
de los productos formados. Genkina et al<1977l usó una 
concentración de 94 % de ácido sulf~rico. 
En los trabajos de Genkina et al ( 1977) trabajando 
en 3.cido sulf~rico concentrado, se demostró que los 
triterpenoides presentan una absorción especifica en la 
forma de dos bandas intensas, a 300-320nm y 400-405nm. 
El espectro de ácido oleanólico contiene dos máximos, 
en la región de 300-306nm y 375-380nm. 
El espectro de los monosacáridos individuales, 
los cuales están formando parte de los glicósidos tri-
terpénicos, tomados bajo las mismas condiciones, mues-
tranque su absorción máxima es generalmente superpues-
ta sobre la primera banda de las sapogeninas en la re-
gión de los 300-306nm. 
En la Figura 18 se muestra el espectro de absorsián 
del ácido oleanálico cuando es tratado en ácido sulf~-
rico concentrado. 
Por otro lado, un método cuantitativo para la de-
terminación de sapogeninas de soya es descrito por Ges-
tetner et al(1966), el cual esta basado en el uso del 
t·'S ':Jj 
r 
1 
~~-
1 
>-. nm 
FIGURA 18 -- ESPECTROS DE ABSORCION EN ACIOO. 
SULFURICO CONCENTRADO DEL ACIOO 
OLEANOUCO ( 1 ) 1 HEDERAGENINA ( 2), GLICOSIOO 
DE HERERAGENINA ( 3) Y UNA MEZCLA MODELO DE 
LOS AZUCARES DEL GUCOSIDO ANTERIOR (4).TOMA_ 
DOS EN SU RELACION MOLAR. 
reactivo de Llebermann-Burchard modificado. El uso de 
este reactivo tiene ciertas limitaciones desde que no 
es especifico para sapogeninas, ya que puede reaccio-
nar con esteroles acompa~antes y sustancias relaciona-
das y también la presencia de ácido sulfúrico en ele-
vadas concentraciones en la mezcla reaccionante puede 
conducír a reacciones de color interferentes con otras 
sustancias orgánicas. Estas dificultades han sido ven-
-~ CluaS por introducci::Jn de un paso de cromatografía en 
columna para la purificación de sapogeninas de soya. 
Este paso, el cual no resulta en ninguna pérdida de 
sapogeninas, ha sido establecido que es esencial, no 
sólo para determinar el contenido de sapogeninas en 
hidrolizados ácidos de harina de soya, sinó, también 
para los extractos relativamente puros de saponinas de 
soya. 
Gestetner et al ( 1966) también determinó una re la-
ción de 1:1 para la sapogenina/azúcar, lo cual fué es-
tab1ecida como tioica para varios extractos de sapo-
ntna de soya de diferentes variedades y puede ser usado 
como un factor de conversión del contenido de sapogeni-
nas a saponinas. 
Gestetner et al ( 1963) menciona que el reactivo 
original de Lieberm3n-Burchard consiste en una mezcla 
de ácido sulfúrico concentrado y anhídrido acético, el 
cual da un color inestable e irreproducible con extrae-
tos de saponinas de soya. Blandan (citado por Gestetner 
:=tal, 1963) recomier.da ~cido acético glacial para la 
diluci6n de la mezcla reaccionante en vez del anhidri-
do. El reactivo así modificado es usado por Gestetner 
et al (19b6l previo paso de purificación por cromato-
grafía en columna de las sapogeninas; así coma por Ho-
nerlagen y Tretter (1979) en extractos crudos de sapo-
ni nas. 
Como se ha expuesto anteriormente, por la falta de 
especificidad del reactivo de Leiberman-Burchard, que 
no solamente puede reaccionar con saponinas siná tam-
bién con materiales acompa~antes, es recomendable rea-
lizar una previa purificación, ya sea por cromatografía 
en columna como lo hace Gestetner et al(1966) para la 
purificación de sapogeninas, o en cromatografía en pa-
pel para la purificación de extractos crudos de saponi-
nas{Pasich, 196.3). Huayuan et al(1981), también tr-abaja 
en extractos crudos de saponinas 
cromatografía en capa fina. 
2.2.6.- Aislamiento de Saponinas. 
y 1 as purifica por 
Anteriormente se ha discutido la conveniencia 
de obtener saponinas puras para efectos cuantitativos, 
las mismas que podrian servir como standard. En la ac-
tualidad no se ha elucidado la estructura de ninguna 
saponina de quinua; pero si se sabe que la principal 
sapogenina es el ácido oleanólico. 
Por otro lada, se ha discutido la posibilidad de 
FIGURA 19 .• FLUJO PARA LA PURIFICACION PRELIMINAR DE SAPO NI NAS DE QUINUA 
GRANOS DE QUINUA 
1 ' 
EXTRACCION DE GRASA [ eler elilico) 
1 ' 
1 
EXTRACTO ETEREO GRANOS DESENGRASADOS 
" {\ 
1 
CONCENTRACION . 
1 
SECADO AL VACIO 
1 EXTRACTO ALCOHOLICO 
p3 
1 ' 
CONCENTRACION 
1 
Et OH· Bu OH· Hz O H20 
EXTRACT~ ACUOSO 
1 
CONCENTRACION 
1 
pH4.0 
1 
ETER ETILICO 
1 
GRANJS EXTRAC. ACUOSO 
1 
CONCENTRACION 
1 
1· Bu OH 
1 
1 1 
FRACCION INSOLUBLE EXTRAC. ETEREO 
1 1 
SECADO CON CETRACIO N 
1 ~~ p26 1 EXTR. Bu OH 
1 
CONCENTR 
1 
ETER ETILICO 
1 
FRACC. INSOLUBLE 
1 
SECADO 
1 
p42 
1 ~8t ~2 ) = soponinos purificicodos lolales. 
Edr. BuOH Exlr. HzO 
1 
pH 4.0 
1 
1· Bu OH 
1 
1 
CONCENTRACIOI 
1 
E45 
1 
CONCENTRACION 
1 
ETER ETILICO 
1 
1 
EXTR. ACUOSO 
1 FRACCINSOLUBLE' EXTRAC ETEREO 
CONCENT. . 1 1 
J44 SECADO CONCENTRACION 
EXTR. ETEREO. 
1 
CONCENTRACION 
1 
s42 
1 1 
FUENTE : AUGUSTO 11979) 
'~ 
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cuantificar indirectamente saponinas, mediante la cuan-
tificaci6n direct3 de ~cido olean6lico, el cual median-
te un factor de transformación, se expresari3 en sapo-
ninas. Para hallar este factor, se tendría que partí r 
de una saponina oura o una mezcla de saponinas puras. 
Augusto<l979>, realizó una purificación preliminar 
de saponinas, tratando los granos de quinua como se 
muestra en la Figura 19, donde las saponinas totales 
e stán dadas por la s uma de P ~ 0 + P 42 • El ~ c ido olean ó -
l ico es cuantific a do por cromatografía de gas, partien-
do de un peso conocido de estas saponinas totales, ha-
llande la sigiente relación: 
X Saponinas=(42.4405) x (X Acido Oleanólico). 
Cabe indica r que mientras menos puro sea el e x trae-
to de saponinas, más grueso será el factor, ale j andose 
así del tenor real de saponinas. Asi mismo, encontró 
que el ácido oleanálico corresponde al 79.5% de las 
sapogeninas de quinua Kancolla: 
X Sapogeninas Totales= <1.2579) x <Acido Oleanólico). 
Di v idiendo ambas relaciones tenemos 
Saponinas /sapogeninas = 33.7392. 
El factor 33.7392 es muy elevado frente al que en-
contr6 Zavaleta et al<1982) en quinua siguiendo el mé-
todo de Birk et al< 1969) para la soya, el cual es 1 . 96 
( p / p). Esto está en ma y or concordancia con lo que esta-
blece Gestetner et al ( 1965) para saponinas de soya: 
saponinas/sapogeninas = 2. Cabe indicar que ninguna de 
las sapogeninas de soya <Soy asapogenol A,B ó e) ti en en 
carácter ácido, por lo cual es de esperarse que las 
sap onina s aisladas por Zavaleta et el(1982>tampoco po-
sean carácter ácido. En los Diagramas 20 y 21 se mues-
tran, los flujos seguidos por Zavaleta et al ( 1982> para 
las saponinas y sa pogeni nas. 
Figura 20 Método p a r 3. l a e :< t r a e e i 6 n y p u r i f i. e a-
ción de s~poninas de quinua Real. 
Quinua 
l 
escarificacibn v ia seca 
1 Polvillo (5g) 
H ,,,O Caliente. 100 ml-> 
Eter etílico 
(2 ~<15 ml) 
filtracibn 
~> Residuo 
filtrado 
----> 
1 .. 
separac1on 
t---->fase 
fase acuosa 
Lechada de cal > 
eterea 
precipitado amarillo en fase acuosa 
1 
vacío 
~> filtrada 
precipitado 
filtración al 
H.:,, D de 1 a';ado-----> 1 
r-> 
precipitado 
1 
A 
Fuente: Zavaleta et al (1982> 
A 
MeOH: H,.O; 90+ lO; 80m l-> 
. ' 1 - f suspenston un1 arme 
N e u t r a 1 i z a e i á n !f- ---> 
H;.SO .• di luido 
acetona 
(lavado) 
color blanto sucio 
turbio caracteristico 
. 1 
filtración 
~> precipitado 
filtrado transparente 
1 ~ - . concen .. rac1on 
(3/4 de su volumen) 
H,.,.,o > 
prectpitado en fase acuosa 
1 filtración 
~> H,,o 
prectpitado 
----> 
desecadas 
----> acetona 
(recristalización) 
secado en horno con ventilación 
a o o e x 30 · . > 
1 
saponinas purificadas. 
* La neutralización 
pletamente el color 
las saponinas. 
se alcanza cuando desaparece com-
amarillo característico cálcico de 
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Figura 21. Método para 
Quinua Real a partir 
<hallar la relación la 
la obtenci6n de sapogeninas de 
de saponinas purificadas, par~ 
relación saponina/sapogenina). 
Saponinas purificadas 
-------> 
H,"SO.,. concentrado------> 
(36i'l) 
<200 mg> 
Aglomeraciones blancuzcas 
en suspención ( 6N ) 
Reflujolx 2 hr. 
f . 1 f l en r1ar y iltrar a 
vacio 
------> Lavado* 
hasta la neutralidad 
Precip1tado sobre el 
filtro (pardo oscuro) 
El EtOH caliente, al 96%---> 
25 ml. 
Filtrado 
<color malteado) 
LLevar a sequedad 
a 100° e 
1 Desecado 
1 Pesado 
1 . Sapogen1nas. 
FUENTE:ZAVALETA et al 1982. 
* Se comprueba con papel tornasol y titulando 10 
filtrado en un tubo de ensayo, con solución 0.5 
NaOH con fenolftaleina, aceptándose como neutra 
lución que vira con una gota de NaOH. 
m l de 
N de 
la so-
En general, las saponinas pueden ser aisladas por 
métodos diferentes, de los cuales hace una recopilación 
Basu y Rastogi < 1967). Así, el uso de electroforesis en 
papel para la purificación de saponinas usando buffers, 
boratos acuosos y de geninas usando butanol: ácido acé-
tico: agua <1:1:1.25> han sido reportados; pero los re-
sultados ~ás fructíferos han sido obtenidos por el em-
pleo de intercambiadores iónicos. Asi, Aralósido A es 
adsorbido sobre Dowex eluído con 101. de ácido acético 
seguido por alcohol al 901. En el caso de saponinas 
ácidas se ha sacado ventaja por la precipitación de 
saponinas crudas como sodio o sales de amonio o esteri-
ficación del grupo carboxílico con diazometano, previa 
a la cromatografia de partición. Aunque algunos repor-
tes sobre la cromatografía de saponina en al~mina-ácida 
la v ada son aprovechables, generalmente la purificación 
es mejor ejecutada por cromatografía en partición sobre 
celulosa o silica gel. Procesos que han sido tamtJien 
p3tentados por la e x tracción a gran escala de saponina 
de Betavulqaris y licorice <Glycyrrhia glabra). 
f<adota e t al ( l 98 1 ) , patentó el uso de una restna 
adsorenta de poliestireno macromolecular <por ejemplo 
Amberlite XA D-2> para aislar saponinas<saiko-saponins) 
de un extracto acuoso o alcalino de B. falcaturn o 8. 
longeradiatum. Asi, 2 kg. de rizomas de B. falcaturr 
fueron desgrasados y extraídos con 991. de MeOH. El ex-
tracto disuelto en 300 ml de agua, pasado a través de 
una columna de Amberlita XAD-2, y la columna eluida con 
MeOH para dar 20 Grs. de saponinas s6lidas. 
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III.- MATERIALES Y METODOS 
3 .1. - Materia Prima. 
O~inuaiChono podium gu i.no a ~·Ji lld. 
colla! pro c ede nte de Puno. 
3.2 .- Equipos, Materiales y reactivos 
3.2.1.- Equipos y Materiales 
.Espectrofot~metro U\/-visible. 
v driedad kan-
f"la re .:~ VARIAN 
Df'l::l -9'), con cambio autom3ticc de lámpa,-a UVa ·~· isible a 
los 350 nm. Rango de 190 a 750 nm. 
. cromat:Jgrafo de gas PERK IN EU1ER serie 3920 
con detector de ionizaci6n de llama <FI D l 
.3plicador automático de muest ras para cromato-
g r af í a en capa fina <TLC) mar e 3 CAI"IAG, m o de l o L I f'JO 1"1 A T 
TII. 
tablero 
bente. 
. equip o revestimiento de placas en TLC: 
guia, pl acas de vidrio , alimentador de adsor-
.Balanza Análitica m.'lrca f•let t ler, 
:+::0.1 mgrs . 
• Estufa marca MEMMERT . 
. Evaporador rotatorio marca BuC HI . 
. Bomba de vacio marca SARGENT . 
. Tamizador marca RETSCH . 
• Materiales de vidrio. 
sensibilid;1d 
3.2.2.- Reactivos . 
. Metano! IMeOH) 
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.n-Butano! (n-BuOH> 
.Cloroformo <HCCl ,> 
.Etanol <EtOH> 
.1-4 Dio x ano 
.Sulfato de sodio <Na 2 50 4 l 
. Pi r- id i na 
.f\1,0-Bis< tr imeti lsi l i l l 
<BSTFAl . 
trifluoro acetamida 
. Ac ido Acético Glaci a l<AcOH glacial) 
.Acido Sulf~rico(H2 504 l 
.Acido ClorhídricoiHCll 
.Eter de petróleo<ETEPE> 
.Acetona . 
. Benceno . 
• Yodo . 
. Hid r o x ilamina hidrocloruro . 
. N- ( t r i me t i l si l i l l i mida z o 1 ( H1S I ) 
.I'Jitrógeno (N ,.:.> 
.Aire . 
. Hidrógeno (H,.l . 
. Standard de saponina Merc k . 
. Standard de ácido oleanólico <A.Ol. 
3.3.- METODOLOGIA SEGUIDA 
Para llegar a la obtención del método espectro-
fotométrico para determinación de ácido oleanólico, SE 
tomaron como base los trabajos de Honerlagen y Tretter 
( 1979) y Augusto ( 1979). 
El método definiti v o propuesto fue el resulta-
do de un procedi miento de aproximaciones sucesi va s, en 
el cual las c onclusiones de u na etapa prev ia sirven de 
base para las acc iones posteriores. 
IV.- RESULTADOS Y DISCUSION 
4.1.- APLICACION EN QUINUA DEL METODO DE HONERLAGEN 
Y TRETTER (1979). 
El método de Hanerlagen y Tretterl1979l permite 
cuantificar espectrafatométric~ment e el contenido de 
saponinas triterpénicas en raíces de Ginseng. 
A fin de ensayar este método en la extracción de 
saponinas de quinua se p rocedió, en primer lugar, a 
utilizar la proporción de 4:1 en las solventes de la 
mezcla extractante1MeOH:H 2 0l, siguiendo lo repor ta.do 
par Gramova et alC1981l. 
El extracta crudo de sapaninas asi obtenido fue hi-
drolizado según el métod~ de Augusta(1979) y los espec-
tras de absorción tanto de las saponinas como de las 
sapogeninas fueron hallados. El ácido oleanólico de las 
sapogeninas asi obtenidas fue analizado al espectrofo-
tómetro para lo cual fue necesario hacer un estudio del 
standard de ácido aleanólico <lambda máximo, estabilidad 
de la reacción de color, cur v a de calibración). 
La Fig. 22 esquematiza el procedimiento seguida, 
incluyendo las modificaciones hechas al flujo de Honer-
lagen y Tretter<l979). Se nota que después de un 
cedimiento único para la obtenci::ín de un estracto de 
saponinas, este extracto es di v idido en dos alícuotas, 
la primera para la obtención de un espectro de absor-
ción de saponinas y la segunda para obtener sapogeninas 
FIGURA 22._ APUCACION CON LIGERAS MODIFICACIONES DEL !-LUJO OE 
HONERLAGEN Y TRETTER ( 1979}, A LA EXTRACCION DE 
SAPONINAS DE QUINUA 
QUINUA ( 15g) 
MeOH:H20(4:1;90ml.) ----1 
REFLUJO 
1 
FILTRAR 
¡~residuo 
CONCENTRAR (:!:. 30ml.) 
( 60°C¡¡acio) 
HEXANO (2x60ml.) 1 
MEZCLADO 
1 ______.fase orgánica- sequedad- pesado 
FASE ACUOSA 
1 
CONCENTRACION ( ±10ml.) 
MEZCLA: HCI 0.2 N--~~ 
n- BuOH: HCCI3 : HCI 0:1 N FASE ACUOSA,:!:. 0.1 N 
( 6:1:3, 3x70ml.) ( precipitado blanquesino) 
--+FASE ORGANICA ----+1 
INFERIOR 
FASE INORGANICA SUPERIOR 
1 
ALICUOTA ( 1 l 
1 
desarro~o del color; confrontación 
de su espectro con : standard de 
saponina blanca Merck. 
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MEZCLA 1-fase inorgánica 
l'ASE TGANICA 1 Glucosa standard 
MEZCLA 
____,.fases inorgánicas 
l (a )~ Prueba de detección de 
FASE ORGANICA ( b) 
( volumen conocido) 
1 SAPONINAS 
carbohidra tos: test de 
Molish. 
( 
ALICUOTA 1 2) 
1 
HIDROLISIS 
1 
SAPOGENINAS 
1 
DESARROLLO DEL COLOR 
1 
ANALISIS ESPECTROFOToMETRICO 
FRENTE AL STANDARD DE ACIDO OLEANOUCO 
( A máx, estabilidad B-) 
1 
¿especificidad del react. Lieberman_ 
Burchard Modificado"? 
y su posterior estudia espectrofotométrico . 
. Obtención de un Extracto de Sapaninas 
r-1 u e 5 t r a 5 d e quinua f<ancolla<15gr) fueron extraíd"'ls 
a reflujo por una hora, tres veces, con mezcla de meta-
nol-agua(4:1; 90 mll, obteniéndose un extracto que des-
pués de filtrado se concentró en el rotavapor con pre-
s1ón reducid3. a 60 ~1 °C, hasta aproximadamente 30 ml 
observándose un sobrenadante de apariencia liposoluble, 
por lo que el concentrado se lavó dos veces con parcia-
n::?s de 10 m l de he:< ano . Par a determinar si el hexano 
extrajo alg~n compuesto liposoluble contaminante, esta 
fase orgánica fue l e'/ad a a sequedad y el residuo fue 
pesado < 13.9 mgl El residuo acuoso se volvió a caneen-
trar hasta 10 ml 
Con la finalidad de disminuir la solubilidad de las 
saponinas en el r-esi:1io acuoso -a.nterior, se 
-a.dicionó 
ácido clorhídrico 0.2N de tal manera que el extracto 
final fue aoroximadamente 0.1N, observándose la apari-
ción de un notorio precipitado blanquecino. Se trans-
firió a un embudo de separación, lavando el recipiente 
contenedor por dos veces con porciones de S ml de ácido 
clorh{dríco O. 1f\1. Se agitó 3 veces el contenido del 
embudo con la fase de 
"-bu t ano l : e l o r o f o r 1-:1 o : H C l O . 1 N < 6 : 1 : 3 : 3 :< 7 O m l l , d::?sapare-
ciendo el precipitado blanquesino <el mismo que se so-
lubili:::óen la fase orgánica), después de cada agita-
ción se dejó en reposo por lo menos 15 minutos. 
8(' 
Se unieron las fases orgánicas y se agitó dos veces 
con porciones de 30ml de la fase inorgánica superior de 
la mezcla descrita anteriormente, dejándose en reposo 
por 15 minutos, obteniéndose así. dos fases: una (a> 
inorgánica y otr~ orgánica <b> 
La fase inogánica(a)que se descartó fue sometida a 
un3 orueba de detección de carbohidratos como se des-
cribe en la sección 4.1.2. 
La fase orgánicalblde saponinas, se llevó 
conocido y se tomaron dos alícuotas: 
1 9 La alícuota 11 1 11 desecada, se desarr-olló el 
color y se obtuvo un espectro de absorción. 
29 La alícuota "2" de volumen conocido, fue hi-
droli;.::ada seg~n AugustoC1979) y el extracto crudo y 
seco de sapogeninas asi obtenido fue pesado y analizado 
espectrofotométricamente, previa reacción de color con 
el reactivo de "Lieberman Burchard r1odificado". 
4.1.2.- Detección de carbohidratos 
Para asegurarse de que en el método seguido, se es-
tá efectivamente eliminando impurezas como carbohidra-
tos, se procedió a detectarlos en las fases inorgáni-
cas. 
Se orocedió de la siguiente manera: una alícuota de 
aproximadamente SOml de la fase inorgánica (a) (figura 
22>, fue neutralizada con NaiOH> 6N y posteriormente 
concentrada en ba~o maría a 70°C hasta un quinto de su 
volumen original, enfriada y clarificada como sigue: a 
lO ml d~ soluci6n acuosa solu-
L1to d<? sodio, se dejó reposar por lO minutos y luego 
s e f i l t r 6 <:' n p ct p e l t·J h 3 t m a n 1\191 Un,1 alícuota del f i l-
tr-3dO se sometió ,l.l test de l"!olish y el resto del fil-
trado se rl<?jó reposar toda la noche. Al dí-3 siguiente 
1 par e e i e,- n n a l 'J • J nos e r i s t -:1 l es p <?que í'l os en el fondo del 
resto del fi l tt-ado, los mismos que no 
fueron an~lizado~. 
re S t rJ n f·! O l i S h : a 2 ml del filtrarlo se le adicionó 
O • 2 m l rl F? l r e .1 e t i v o ( 2 O% d e l -na f t o l en e t ano l ) y , es -
e u ,- r i en d o p o r 1 a s p 3 r e d es de l tu h o , se a d i e i o n ó 2 m l d '" 
~cido sulf~ricn, inmediatamente se observa la aparición 
de un anillo, en la interfase, de color marrón oscuro 
que desapareció aproximadamente al minuto de reacción, 
quedando anillos verdes que lentamente van co 1 oT-eando 
la fase superior. Así mismo, en forma par-:tlela se efec--
tuó la misma prueba con glucoc;-:t anhidr-a, campar t ,)ndose 
del mismo modo que la. muestra.. Se demuestra r¡ue hay 
pr·esenci-3 de carhohidratos en la f,Jse inorgo3nica que se 
el i mi nr) , 1 o r¡ue está de acu<?rdo con lo que mc:>ncinna 
V o e h e t k o ·; e t a l ( t 9 6 l ) "la fracción ds> saponin.3s <gli-
cósidos de ácido oleanólico), obtenida mediante el tra-
t. a m i en t o e o n metanol de las raíces de Aralia manschu-
ria, contenían una cantidad significante de compuestos 
de caracter fenólico y de azúcares". 
o~ \ _, .__ 
~- 1.3.-Estudio Espectrofotométrico de los extractos 
de saponinas y sapogeninas. 
El espectro de absorción del e ~<t racto d t-? saponinas 
obtenido <alicuota de la Figura 22> fue confrontado 
con el espectro del standard de saponina " bl anc.:3 i"lerck" 
adquirido en el comercio (Figura 23) mostrando ser di-
ferentes, deduciendo asi su estructur-a y procedencia 
también diferentes. 
Adicionalmente, se obtuvo un espectro de absorción 
de la glucosa <Figura 2 l +) como representante de los 
c arbahidratas que oadrian estar presentes tanta en la 
es t;ruc t•.Jr a de la molécula de saponinas coma en forma 
de coextracti v as. Arrojó un pica entre los 375 y 475 
nm, en este mism a rango aparece un pica en el espectro 
de absorción del e ~ tracto de saponinas. 
Par otra lado, fueran comparados los espectros de 
a bsorción, tanta de las sapogeninas (alicuota 2 de la 
Figura 22> cama del standard de ácido olean6lico, mas-
tra n do ser igu:iles <Figura 25> . 
Para comprobar la especificidad del reactivo de 
Li.eberman Burchar-d modificado, el peso del e :<tracto 
crudo y seco de sapogeninas fue comparado con la can-
tidad de ácido oleanólico que arroja su análisis espec-
trofotométrico. Los resultados fueron 1.99 y 2.01% res-
pecti v amente, lo que estaria indicando la falta de es-
pecificidad de este reactivo, y a que el peso del e:<-
tracto crudo de sapogeninas que está constituido por: 
l8ANCIA 
0 .7 
0 .6 
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FIGURA 23 
650 550 450 :!50 A~nm) 
ESPECTROS DE ABSORCION DEL ST.~NDARD DE S.:.\PON:r--!A 
BLANCA MERCI<(- ·-) Y DEL EXTR~"'.CTO CRUDO DE SAPONII'JAS 
DE QUINUA (-). 
83 
~ ··· ., ... .... ' .. ' 1 " .,, 1 
1 ! t ~ 1 
: ' 1 ¡ 1 
i . ,i fiMAOJl A~~ ilO ~~;~ Q€ ~~AC~ÓN 1 
¡ i ! 1 l 1 ! 1 1 1 
' i ! 1 1 
' ¡r· ··· 1 , ... ·¡· ·-·· ··· · ::-i- · 
1 ·1 : ' . 
1 ' ~J . '., .. "'" .......  ,...... .. 
1. 1 ' . ' ... • ' 
.. 1 '" 1 " ·~" 
. , ! .: : ...... ; . 
-· lll! ...... ¡ ·M(J.!. ... ~~ ....... "!~--·~~ •-
1 
1: 
' -. 
fiGOR~ 24 : ·UPEtTfWS .~ ~8$0RCION DEL ST~NQARD 00 GLUCOSA ANHIDRA 
Absorbancia 
0 .7 
0 .6 
0 .5 
0.4 
03 
0 .2 
0 .1 
750 
-::::-
1 
/Í 
// 
./ 
650 
1 
1 
1 
1 
r, 
1 1 '\ ,, 
1 \ 1 l 
1 1 1 \ 
1 1 1 \ 
1 \ 1 \ 
1 l 1 /\. 
: (\ \ 1 i 1'. 
1/\\ lj \\ 
Ij"\\ I· 1 
lj \\ ¡/ \ 
1 i \ \ ,, \ 
1 ; \ \ Ji 
1 • • \ 'i 
1 1 '· \ /. \ .... .)f 
: ! \ 1 
1! -· 
¡( 
1 ! 
1! 
¡J 
1/ 
1 
1 
550 450 350 A (nm) 
FIGURA 25 : ESPECTROS DE ABSORCION DEL STANDARD DE ACIOO 
OLEANOUCO (---) Y DEL EXTRACTO CRUDO DE SAPOGENINAS 
(-·-). 
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ácido oleanólico +otras sapogeninas + coextractivos no 
puede ser menor al tenor que arroja el resultado espec-
trofotométrico. Esto se muestra en ~~ siguiente esque-
ma: 
Ouinua 
e~tracto crudo de saponinas 
extracto crudo de sapogeninas 
reacción de color 
(reactivo de Lieberman Burchard modificado) 
cuant1ficación espectrofotométrica de ácido 
oleanólico 
100.00 
3.22 
l. 99 
2.01 
4. l.4.- Estudio Espectrofotométrico del Standard 
de Acido Oleanólico. 
Se estudió ~cido oleanólico con la 
finalidad de determinar su lambda máximo, la estabili-
dad de la reacción de color, el rango de concentración 
dentr-o del cual cumple la ley de Lambert y Beer, asi 
como su absortibidad especifica (E"'·, " .,,). 
El espectro de absorción del ácido oleanólico arra-
jó dos máximos de absorción, a 355 y a 527nm. El segun-
do pico C527nml presentó mayor estabilidad en el tiempo 
<hasta 150 minutos, ver cuadro 6 y figura 26>. El stan-
CUADRO 6 
V3riacián de 
minada a 527 
ot:::anóti-::o. 
la absorba.r>cia 
nm • f·1u 2 s t r a : 
en función del tiempo, deter-
339.5 microgramas de ácido 
Tiempo 1 
<minutos) 
Absorbancia 
60 
75 
90 
105 
120 
150 
El tiempo es contado, 
realiza la reacción incluye los 
tamiento a 60±1°C, así como el 
temperatura ambiente. 
87 
0.460 
0.460 
0.461 
0.461 
0.461 
0.466 
desde 
25 
el momento que se 
minutos de calen-
tiempo de enfriamiento a 
•• - .. --··· 1 ,, 1 
' 
i 
--·-·-· ~··"··· ···: 
1 
1 
(a) 
1 . 
1 
1 
1 
' 
·.: ... 
--···-\ .... .. ':: i" ........ : ...... " ... . ·:·J·· ·-·-
1 1 
1 1 
1 ' 
' '1 
1 
1 
-·--- i ........ ::.· 
1 
1 
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¡ ' 1 
1 : 1 
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FIGURA 26 : ESPECTROS DE ABSORCION DEL STANDARD DE ACIDO OLEANOLICO A LOS 55minulos [o) 
Y A LAS 24 hrs. ( b )¡ DES PUES DE LA REACCION DE COLOR. 
dard do:= á e i d o o l e -::1 n 6 l i e o mcstr6 una lin~aridad en el 
rango de 60 3 480 microgra~os. 
Adicion~lmente, se determinó su absortibidad espe-
e i f i. r: a E" '· Lc m 527nm = 67.80 (·"'er Apéndice 5) a partir 
de los d~tos que se muestran en el cuadr o 7 <sólo los 6 
primeros datos), cuando se ajustan los valores que ro-
l3cionan absor bancia y concentración en una recta que 
pasa por el origen <Apé ndice 6 y Figura 27>: 
E 1 ··< l c.:.,=b=ZXY=67 . 80 
¿ ~, · 
det ermin-.3 así. la ecuación de la 
cuando "C" está dado en grs/ 100m l. 
4.1.5.- Conclusiones. 
recta: A=67 .80c , 
1~ No se recomiend3 el uso como standard de la sa-
ponina blanca Merck. 
22 El método de Hanerlagen y Tretter (1979> sufrió 
ctlgunas modificaciones: 
3.- Fue usad.3 la pr op or ción 4:1 y no 1:1 del siste-
m~ e x tractante MeOH:H ~ O 
b - C:::c . ~ - adicionó la e x t r .:'\e e i ó n e o n h e ., a n -:J p a r a 1 a 
separación de compuestos liposolubles. 
c.- Se utili:ó HCl O. 2f·l en vez de 0.1N para preci-
pitar las saponinas. 
32 El ácido oleanólico presente en el e x tracto cru-
do de sapogeninas, debe ser previamente purificado an-
tes del análisis espectrofotométrico. 
42 El lambda máximo de 527 nm es el recom en dado pa-
.. ~.bsortA.=mcia 
.l. O 
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Figura 27: CURVA STANDARD CE ACIDO OLEANOLICO , 
DETERMINADA POR ESPECTROFOTOMET~A 
CUADRO 7 
Curva de calibraci6n del standard de ácido oleanclico, una vez efectuada la reacci6n de color. 
Leidas a 527 nm. 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
Volumen tomado 
lul l 
12 
29 
47 
62 
79 
96 
113 
130 
Cantidad 1 
lugl 
60 
145 
235 
310 
395 
480 
565 
650 
ConcentracioniX) 
1 gr 1 100ml 1 
12xtO·'• 
29x1o-~ 
4?x 1 o··l, 
62d0"'" 
79KIO~tt 
96x 10"'' 
113x10"" 
130x ¡o-~· 
AbsorbanciaiYI 
0.083 
0.197 
0.317 
0.424 
0.537 
0.648 
0.814 
0.919 
Absorbancia2 
Corregida 
0.083 
0.198 
0.3!9 
0.421 
0.535 
0.650 
0.765 
0.880 
1 Esta cantidad provien~ de tomar los volumenes respectivos de una saluci6n de standard 
de ácido oleanclico 15mg/ml de clroformol, en la cual se desarrolle el color con ácido sulfu· 
rico:acido acético glacial, siendo el volumen final 5rnl. 
2 Considerando solo las cantidades de 60 a 480 microgramos, donde el coeficiente de co-
rrelaci6n es mayor tr=0.99991. Cuando s~ considera de 60 a 650 microgramos, el coeficiente 
de correlaci6n baja a lr=0.9988 1. 
.o 
~ 
ra la cuantificación de ácido ole3n6lico. 
59 El ácido olean6lico cu~ple l_a;nber t '/ 
Beer en un rango de 60 a 480 microgramos. 
Se ha determinado un Et'··t'"'" 527nm == 67.80 para 
el standard de ácido oleanólico. 
79 Se recomienda confrontar la recuperación de éste 
método con otros y elegir el de mayor recuperaci6n de 
ácido oleanólico. 
4.2~- EVALUACION DE LA RECUPERACION DE ACIDO OLEANOLICO 
EN TRES FLUJOS EXTRACTIVOS. 
Con la finalidad de elegir un método que ofrece ma-
yor recuperación de ácido oleanólico, se evaluó tres 
flujos e:<tl-activos: 19 el de Augusto<1979) 2g el de 
Honerlagen y TretterC1979) modificado y 39 sin modifi-
car. El segundo flujo ya fue detallado en la sección 
4.1. El primer flujo es el único que utiliza hidrólisis 
para transformar saponinas a sapogeninas, por lo que 
éste mismo procedimiento de hidrólisis será aplicado a 
cada uno de los tres e~tractos crudos de S3poninas ob-
tenidos. El ácido oleanólico de las sapogeninas resul-
tantes será evaluado por cromatografía de gas <según 
Augusto 1979> y el método de may::Jr recuperación será 
elegido como parte del flujo de un métod::J espect¡-ofoto-
métrico que se propondrá posteriormente. 
En la Figura 28 se presenta el esquema de los tes flu-
jos seguidos: el de Augusto 1979CW>, el de Honerlagen y 
:IGURA 28 ·- FLUJOS PARA LA OETERMINACION DE ACIOO OLEANOUCO EN QUINUA 
Y LA EVALUAClON DE LOS MISMOS POR CROMATOGRAFIA DE GAS ( GC). 
w 
1 
EtOH : Bu, OH : H20 
CONCENTRACION 
1 
VOLUMEN 
1 
AUCUOTA 
1 
SECADO 
1 SAPONINAS 
HlDROLISIS x,y 
1 x,y,w 
FASE ORGANI CA 
QUINUA 
X y 
1 1 
MaOH : Hz0(4:1) MaOH : H2 0(1 : 1) 
1 1 
CONCENTRACION CONCENTRACION 
1 1 HEXANO 
FASE 1cuOSA ~~ _______ _J 
1 x,y 
VOLUMEN 
1 
HCI 
1 
8uOH:CHCI 3 : HCI 0 .1N 
1 1 SAPOGENINAS 
Na2 S 0 4 '-----+--FASE ORGANICA 
1 
CONCENTRACION 
1 
VOLUMEN 
1 
AL! CUOTA 
1 
SECADO 
1 
T M S- derivados 
1 
GC 
NOMENCLATURA : 
MeOH = metano! 
EtOH = etanol 
BuOH = butano! 
CHCI3 = cloroforno 
E TEPE= éter de petrÓleo 
NazSO =sulfato de sodio 
HCI = ac. clorhÍdrico 
H20 =agua 
TM S = trimetil silil 
GC =cromatografía de gas. 
FLU .J OS : 
w=Augusto (1979) . 
x=Honerlagen yTretter modificado 
y= Honerlagen y Tretter ( 1979) 
··~ i ;¡ :""1o d i -f i e ._1 r ( y) • 
vese de que l~s e~tractos crudos de saponinas sufren el 
mismo proceso de hidrólisis en cada una ele los fluj.'Js, 
final:nente an3li::::a:- el b?nor 
de 3cidJ o 1 e ·1 i! .~ l 1 e o p e r crom3tografia de gas en cada 
(?::tracto de sapcc:Jeninas. 
S e p :- o e e d i ó d e lJ 'C3 i q u i e n t e rn a n e r a : 
o b t u-., o e :~ t ,- :1 e t o s de sapogentnas 
c.::tda uno de los tres flujas. Lo s e ~; t r ,~e t o s e r u d o s 
c;,1pon i nas resultantes fueron tratados Augus t:c; 
197q. /' ' H·s 1 ~ las sapaninas fueron hidroli::::adas v les TMS-
rlerivados de las sapogentnas resultantes fueron tnyec-
tados a un cromatógrafo de gas para la determinación de 
:-1c:i:_io slea.nólico. 
TMS-derivados de sapogeninas: al ÍCL.lOt-:-3 
PYtractos de sapogeninas antertores para proceder 
forf'":a~ión de los trlmeti1silil TMS-derlvados. Para tal 
e f e e t o , u n v o l u m e n ~ o n r) e 1 d o d e l '"" x t ,- a e t o el e s c1 p 'J g <:> n i n 3 '' 
f u e s •-::> e a ci e e o n f l u j J ci e n i tt- ó g e no p u r o , l u e g o f u e h e e h o 
,- e a e e i o n ·3 r , b 3 j '.J o1nh i dr,c¡c;. 
o:•~ -::~.ji::iór~ de ').2m~ del reactivo silani::c'lnte, el i'J,n-
t-; i s ( t r 1 m e t i l s i l 1 l ) t ,- i f l u e ro -3 e e t 1m í d 3 RSTF:~, para pos-
t ~= :- 1 o r m en t e 1 d i e 1 C1 n 1 ~ C) .. :: m l d P. p 1 r 1 d i na ( zj es t 1 1 a ·j a e o re 
pe,- las de hi:Jró:<J.j':) d<=? potasio), la 
( en p ;- es e n e i 1 d e C 3 C: l , . •: o m o d e'=· e e a n t '~ e n e l e " t: ,- e m o <1 e l 
refrigerante ~ara 2'-'itar el ingreso de humedad arnbien--
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tal) 15 minutos. e o n a g i t .3 e i 6 r1 
enfri.:, mediante chorros exteriores de 
p~ra llevarla rápidamente a la temperatura 
ambiente. 
Cromatografia de gas de los TMS-derivados: 
Les TMS-derivados fueron inyectados <equivalente a 
tmg de quinua) en un cromat6grafo de gas ma¡-ca Perk in 
E l m e r- 3 9 2 O ~ cuyas condicio~es de operación se muestra 
en el Cu~dro 8. El TMS-derivado del standard de ácido 
olean6lico también fue obtenido bajo las mismas condi-
cienes descritas para la muestra. La confirmaci6n de la 
identidad del pico correspondiente ~ ácido oleanólico 
se re.:al i ;:6 ·por adición de standard a r:ada uno de los 
sapogeninas; el standard se sobrepuso al 
pico de mayor m~gnitud. 
Los tenores de ácido olean6lico que arrojaron 
un o :j e l os t res f l u j os fu e r o n e va l u a do s . En e l C u,:;¡ d r-o 9 
se puede observar que el f l u j o " l-J " e '5 e l que o f r e e e 1 a 
mayor recuperación, siendo el flujo "Y" el quP ofrece 
L3 menor. De esto se puede r.leducir qus> a medida que s-;e 
porción de solvente org~nico al sistema 
L1e extracción; la recuperación es m~s eficiente, esto 
hasta llegar que ar-r-oja el sisterna n-
BuOH 80~: EtOH 80%! 1:2;1:1;2: ll. 
En el C•Jadra lO se inclu~en los datos de las ,-epe-
ticiones de los tres métodos, con la finalidad de rea-
lizar un análisis de var(anza y evaluar si las diferen-
CUADRO 8 
Co:'l d ic tD:'l!?S 'J Jco 
/ { + ,, • 
i 
1 Condiciones l _________ -----
:C? 8S ''C 
Temper3tura del inyecto r 330° C 
femp !?ratur3 d e l de tecto r ~ID~ 
Gas de arrastre , nitró~enc 65 ml 1111in. 
A tt:?n'.l. ·1 C 1 ""J n :< l6 
--------------------------
i 
__j 
.:... Detect:::- cJ-=? 
C· ~?tectcí-:-:: F-- iDJ . 
i o .i! ·-:-:=Ic i -~n lama [oni:::dtion 
CUADf~O ·"? 
Porcentaje de ~c. olean6lico (A.O> determJnado pe:- GC, 
que t1rlC de los 
1 promedio de tres extracciones) 
1"1étodo X de A.O 
y 0.06 
X 0.22 
0.32 
:~ A. o. = A. o. X t 00 
Q 
donde: 
tres flujos r~ :< t ¡- d C t i V O S 
'1. de s a p o n i na s 
( =:'. A. O.·: 8. 5208) 
O.Sl 
1.87 
2.7] 
A.O. = c'lntidad de A.O. obtenido de curva standard, en 
mtcrogramos. 
Q =cantidad de quinua en el volumen invectado, en 
microgramos. 
8.5208 es el factor obtenido a partir de saponinas semi-
purificadas en nuestro labcratorto. 
e 1 ~:t s :; o r: s L g n i -r i e a. t i '. · 3 =· entre las can~idad~s obtenid~s 
En el ~uadro 11 estin cnnsideradas los valores para 
determinado, 
considerando las sgtes. relaciones: 
~ ) C:J r- a d O S d e l i b e r t 3 d • 
entre tr3tamientos !flujos extr~ctivosl = a-1 
dentro de tratamientos !repeticiones de cada 
flujo) 
total an-1 
donde ''-1" es el n~mero de tratamientos !flujos e x -
tracti '.;os> y "n' ' es el númer-o de observacinnes por 
tratamiento (repeticiones de cada flujo). 
b! Suma de cuadrados 
en t r e t r J t a m i en t o s ( en t re f l u j o s > , ha e i e :l do [) = 
:>:: t = ;:: ~-= X ( su m a n d o t a n t o h i l e,- as e o m o e o 1 u m nas 1 • 
C•onde t dr::>signa un total de clase típica (r-epeti-
cionr?s en un mism0 flujol y G repr-esent?J el ';¡r--'\n 
t o t :l l . E l p r- 1 m e r p a ·-:; o e o n s i s t e en e :1 l e u l a ,- l a 
··c:Jr-recci 6 n P -=~:-a J ~ .'nedia' ' . 
e = G .t¿¡,.-, 
La suma de cuadr3dos entre 
::ta POI-; r:::t ; -'/n)- 1 
dentro de tratamientos !dentr~ de cada fluj~l 
?. ( :>:: :~ . ) L: ( Z: X .--e 1 n i 
el Cuc'!dl-ado Medio= suma de cuadrados 
grados de libertad 
t -.:-1 ;~ i. e :1 ~ :J s 
y '.·) 
--------- ---- ---------·----------
i) . ! ii ,_-,. 9 .-7J 
fJ a r· .  ""\ ( t e ~~ t :· ? r1 f.? ; · ~, o .~~ : 
r~ == '~l. -· !_t_ • 8 1 ~ · -- O. ] 66025 
J 
:::ntonc -~ : ;: 
(l. ': . \ - C = () . 4S987S - i) . '3 S S 0 2S 
n 
G=:>::t-=:':!.<=1.815 
( ~ t·~ ' l 1 n=i). t.+69 8 7S 
¡) . l 0 385 'lU"? 2.5 1 d SUind d2 Cuadr cldO 
~ 11 t r· ~= f ltJ J o S . 
Cor1 !?s::os d:3~;o5 elabcr3mos el l~uadro 11. 
Par.-:3. r1et:?r-rni:i3; 
l o s í :?S LJlt d(lOS, S e 
'v' .-1. r i .-J r" .~ _:¡ , F : 
Fe-: Q..:..s>::'L19 22__ __ -·- 7st . ~:F? 
.s . '7 O 8 7 :: 1 n · · · 
E n 1 -3 t 3 t1 l -3 A l '-+ 
rle la ciiferenci-3 
Ca-
-<.:; 
··:· ; - .. J. t 4. f _.- ' ,.·, e s f e a l e u l -~ ·j e . 
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Lico qu? 3rroj3 cada uro de los tres Fl~jos ?xtractivos 
l3s tre5 repeticiones de cada flujo. 
FIJJQS --> 
RE 0 ETICimiES 
I I 
! [ [ 
Z:< 
X 
De 
U: X> -e 1 n 
:::X'"" - i D ! :. 1 n 
() L 
l i co. 
Fu en t:e d<.J 
\/ ~-1 ¡- i el e 1 6 n 
'( '( 
0.06210 0.2358 
0 .. 05742 0.2205 
t). 06048 0.218'70 
t). 18 0 .6750 
0.06 0.2250 
0.01081130 o. 15205158 
0.0108 0.151875 
1.11 :< 10 .'3 1.7658 :<10 '• 
2 
0.3322 
0.3152 
0.3126 
0.96 
:) . 32 
TOT ~~ L 
G=H=D:X=l.EHS 
0.30742664 ZEX~=047028952 
0 .3072 ZIEXI 2 / n=0.469875 
! 1 
2.2664xlo·~ziEX~-<EXI ~/ n!= 
1 4. l452:< l o ' • 1 
CLJt-'lDRO 1 1 
los porcentajes de ác. olean6-
·-------· 
Surn:1 de 
e u .3 d :- .3 d o s 
Cuadi"'ldo 
1·1e :j 1 o 
E n t r- e f l u j o s ·::¡ ,_ o . t 0]85 c1. os t=t :::s 
C>=ntr-o de lo5 
f l :_1 j 'J S 
TO T t!L 8 o. e) l '3 ('33065 
Porcentaje de acido oleanolico respecto a las sapo-
geninas totales: 
Se determinó por Normalización Interna, el porcentaje 
de ácido oleanólico respecto a las demás sapogeninas; 
que arroja el cromatograma <Fig. 29). En este método de 
Normalización Interna, se asume que a iguales cantida-
des de dos sustancias diferentes, la respuesta <area) 
es la misma bajo las mismas condiciones de operación. 
Aplicando la I'Jormalización In-erna en el cromato-
grama de sapogeninas de la Figura 29 se puede determi-
nar la cantidad de sapogeninas totales conociendo sólo 
·¡ 
una de ellas, el ácido oleanólico. Así, identificando a 
cada una de las sapogeninas de la Figura 29 como X, Y, 
W, Z <de izquierda a derecha) siendo sus areas:A,,, A.,..., 
A~, A~ respectivamente, podremos hallar el porcentaje 
de ácido oleanálico, respecta a las demás sapogeninas 
~~X = ______ A....:_><.:__ _____ >< 100 
AH + Ay + A~ + Az 
donde ~~X es el porcentaje en peso de ácido olean6lico 
referido a las areas, pero como hay una relación direc-
ta entre pesos y areas se tendrá: 
X Ac. Olean6lico == 6.965 X 100 
6.965+1.14+0.21+0.175 
= 82.04 ~~ 
Este 82.04% es el porcentaje en peso de ácido alea-
nó l i ca respecto a las sapogeninas totales, donde se 
deduce la siguiente relación: 
Acido Olean6lico x 1.2189= Sapogeninas. 
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4.2.1.- CONCLUSIONES 
19. El flujo de Augusto 1979 ofrece 13 may8r recu-
peración de ácido olean6li c o 10.32%1. 
29. El flujo de Honerlag~n y Tretter 1979 modifi c a-
do ofrece una recuperación intermedia 10.22%1 y el sin 
modoficar la más baja recupe raci6n 1 0 .06~ 1 . 
39. El análisis de varianza arrojó que ha y diferen-
cias significativas entre los flujos aplicados. 
4~. El ácido olean6 lico c onstituye un 82. 0 4% de las 
sapogeninas totales . Este re s ultado e s similar al obte-
nido por Augusto 197 9 ( 79.5%1. 
59. Se determinó un factor 
ido oleanólico a sapogeninas: 
de transformación de ác-
Acido oleanólico ~ 1.2189= Sapogeninas. 
4.3.- PURIFICACION DE ACIDO OLEANOLICO Y PROPUESTA DE 
UN METODO ESPECTROFOTOMETRICO DEFINITIVO. 
Los e x tractos crudos de sapogeninas del flujo qu~ 
ofrece ma y or recuperación de ácido olean6l ic o fueron 
tratados por cromatografía en capa fina preparativa en 
un sistema de sol v entes no reportado a nteriormente para 
estos fines. El ácido olean6lico así pur-ificado fue 
análizado por espectrofotometria, previa reacción de 
color con el reacti v o Lieberman Burchard modificado. 
Finalmente, se propone un método analítico definiti v o y 
se confronta con el gas cromatográfico de Augusto 
( 1979>, para hallar el porcentaje de error del primero 
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frente a este último. 
Para expresar los resultados en términos de saponi-
nas, se purificará éstas a partir de quinua, se tomará 
un peso conocido y se evaluará por cromatografía de gas 
su tenor de ácido oleanólico. Asi se podrá 
factor "f" dentro de la siguiente relación: 
ácido oleanólico x f = saponinas. 
Las acciones descritas anteriormente se 
basicamente en dos hechos: 
hallar un 
sustentan 
Que el flujo de mayor recuperación de ácido 
oleanólico es el de Augusto 1979 y 22 que fué estable-
cido que el reactivo de color Lieberman Burchard modi-
ficado no ofrece especificidad por lo que era necesario 
purificar el ácido oleanólico presente en los extractos 
crudos de sapogeninas obtenidos, como un paso previo al 
análisis espectrofotométrico. La cromatografía en capa 
fina presenta una magnifica alternativa de purifica-
e ion. 
El flujo resumido se muestra en la Figura 30 y el 
detallado en la Figura 31. En el flujo resumido se 
muestra adicionalmente la evaluación gas cromatográfica 
en los extractos de sapogenina obtenidos, obsérvese que 
cuando se trata de un método espectrofotométrico es 
necesaria una purificación previa por cromatografía en 
e ap a f í na ( TLC) , máxime si el reactivo de color no es 
especifico. La cromatografía de gas sí separa los com-
puestos (inclusi~e las sapogeninas entre si> por lo que 
Figura 30:Flujo espectrofotométrico definitivo resumido 
(_) ;asi como su evaluación gas cromatogr3.fic:3. GCC-x-x-) 
Quinua 
1 
( f l u j o " ~-J " 
EtOH: 8
1
u0H: H.~O 
1 
Concentración 
1 
'lO l u m en 
Al icuota 
! 
secddo 
i 
hidrólisis 
í 
fase orgánica 
i'.Ja,c.SO .• 
concentración 
volumen-x-x-x-x-alícuota 
alícuota 
secado secado 
TI_C 
elusión T1'1S-der i vado 
X 
GC 
re-:1cción 
espectrofotométro 
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FIGURA 31 ·- FLUJO ESP,ECTROFOTOMETRICO DEFINITIVO PARA LA 
CUANTIFICACION DE ACIOO OLEANOUCO 
Cantidad (gr.} 
QUINUA--------- ----10 
n-Bu OH 80%: EtOH 80% ___ ___,_ 
( 1:2; 1:1; 2: 1; 3x60 mi.} 
EXTRACCION POR GRADIENTE 
(reflujo, baño arena 115°Cx30') 
1 
FILTRAR (lana de Vidrio y whatman N~ 1) 
1 
CONCENTRACION( .!.2-Sml) 
1 
VOLUMEN( 25m!.)------- --10 
1 
ALICUOTA(10ml) ---------4 
1 
SECADO ( N2 , 70"C) 
H20, 10ml. ---------
1,4dioxano, 10ml. ------~ 
HzS04 12N,20ml. -------4-
HIDROLISIS 
( baño arena 110"Cx 1.5 hrs) 
HCCi3 (3x50ml.) ------41 
EXTRACCION 
1 -----fase acuosa ácida- descartar 
Na2 504 
1 
CONCEN TRACION 
1 
VOLUMEN ( HCCI3 , 10mU-- --- -- -- - 4 
1 
TLC (silicagel; 300J.l).:!:) - - ----- 0.120.:!: 
( HCCI3 : acetona: beceno; S0:20:10;J~) 
vapor I 2 (momentaneamente) 
1 ( 
CORTE, ELUCION ( HCCI 3 ) 
1 
SECADO Y DISOLUCION ( OcOH glacial,1ml.) 
Reactivo de color11 ): 
acOH glacial: H2 S04 (1:1;4ml.) ---~ 
REACCION 60°Cx25' 
1 
LECTURA ESPECTROFOTOMETRO¡ 527 nm. (después de enfriamiento) 
11) 
Previo reposo de 2 hrs. 
10 7 
pero c;í ¡- e.> a. ce iones de no necesita purificación pre v ia 
derivatización para v olatilizar las sapogeninas (~cido 
oleanólico en~re ellas> dado su ele v ado peso molecular 
y la presencia de hidrógenos activos 
l ares ( e a r b a >< i l e e h i d ro ~< i l o ) . 
en los grupos po-
Se procedió del stguiente mo do: 
Para la obtenct6n de un extracto crudo de sapogent-
nas se aplicó el método de Augusto ( 1979). 
Para la eliminación de i mpurezas mediante cromato-
grafia en capa fina <T LC>, algunos microlitros (equiva-
lentes a 12 mg de quinualdel e x tracto crudo de sapoge-
ninas anterior, se sembraron en bandas de Scm frente a 
un standard de ~cido oleanálico, empleando un equipo 
para tal fin marca CAMAG, modelo LII'JOMAT III, sobre 
placas de v idrio recubiertas en el laboratorio con 0.5 
mm de espesor de Silicagel G marca Merck. Se ens a yó el 
sistema de desarrollo cloroformo:acetona:benceno<BO:-
2 0 : 1 0 j '/ / V ) y el revelado se realizó por e :< p o s i e i ó n a 
los v apores de Yodo. 
Localizadas la s manchas <Figura 32> y eliminado el 
y odo remanente con corriente de aire forzado, la banda 
con Rf correspondien te al del ácid o oleanólico (cuyo 
standard fué sembrado paralelamente fue cortad a y elui-
da con 15 ml de cloroformo sobre u n a columna de 1.2 cm 
de diámetro interno, para posteriormente realizar su 
determinación espectrofotométrica. 
Solvente 
Adsorbente 
Revelador 
. /~ 
Cloroforrro-Acetona-Benzol (80:20:10) 
Silic~gel G (Tipo 60), 0.5 mm. 
Vapor:es de ledo 
~:.:~ 
~~¡:y 
~ '\ 
----- .' 
.. ------1 \ 
• 1 _____ , 
~ 
e ) 
e ) 
e ) 
C.- :) 
e:=---==::::. 
1 . Sap:x:jcnina.; d,~ qu Í.nua. 
2. Aci.do OlmnÓlico (Standard) 
o 
muy fucr:te 
fu0r:te 
débil 
• • muy d:~hi L 
·--~ 
?. 
FIGURA 32 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA ( TLC) DE SAPOGENINAS 
DE QUINUA . 
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4.3.1.- OETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA: 
19 Reactivo del color:SOml de ácido acético gl a -
cial, por lo menos de 96/. de pureza, se diluyeron cut-
dadosamente en 50 ml de ácido sulfúrico, por lo menos 
de 96/. de pureza,con agitación sua v e y bajo corriente 
de agua. Despúes de la mezcla, el reacti v o s e agitó e-
nérgicamente y despúes de dos horas de reposo estuvo 
listo para ser usado. 
2 9 Solu c ión standard d e ácido oleanóli c o: 2 mg de 
ácido oleanólico <punto de fusión 298-301°C), se disol-
v ieron en lml de acido acético glacial no 
menor de 96/.. 
Reacción de color:una alícuota de la solución 
standard se dilu yó a lml con ácido acético glacial y se 
le adicionó 4 ml de reacti v o de color, se mezcló bien y 
se calentó por 25 minutos a 60~1° C . Como blanco se uti 
lizó una mezcla tratada en forma igual, compuesta por 
lml de ácido 
lo r. 
acético glacial y 4ml de reacti v o de ca-
En 1 a muestra, la banda cuyo Rf corresponde al del 
á cido oleanólico ( Figura 32) , fue llev ada a sequedad y 
el residuo disuelto en lm 1 de ácido acético, prosi-
guiendose c omo en el caso del standard. Al adicionar e l 
reacti v o de color se obser v a una coloración amarilla 
tenue, que lentamente va virando a púrpura. 
Enfriadas las muestras a temperatura ambiente, la 
medida del color púrpura desarrollado se efectuó en 
10 
espectrofotómetro ".JAR I Ai'J DMS-90 UV-VISIBLE, programa-
ble, con cambio autom~tico d~ longitud de onda y con 
registrador. Se obtuvieron espectros de absorción entre 
351 y 750 nm; tanto del ácido oleanólico como de 1 a 
banda cuyo Rf corresponde al del ácido oleanólico (Fi-
gura 33). 
Se determinó la media (X), desviación standard (S) 
y coeficiente de variablilidad <C.V.) en cinco repeti-
cienes (cuadro 12). 
El porcentaje de ácido oleanólico en quinua, se ha-
lla mediante la siguiente fórmula: 
'!. Acido oleanólico 8.,,,~1 _x lOO 
Al X C2 
donde: Al = valor promedio de tres absorbancias del 
standard de ácido oleanólico. 
A2 = valor promedio de tres absorbancias de la 
muestra 
C 1 =concentración del standard, en ug/ml. 
C 2 = concentración de la muestra en el extracto 
analizado, en ug de quinua/ml. 
Se determinó el porcentaje de ácido oleanólico que a-
rroja el presente método (0.286%> estableciendose un 
error de± 9.44% en la precisión. La e~actitud fué eva-
luada por cromatografia de gas en alicuotas del extrae-
to crudo de sapogeninas <Figura 30), determinándose un 
error en defecto del método espectrofotométrico respec-
to al gas cromatográfico de -10.6%=0.286-0.32 x lOO> 
0.32 
ISOR8ANCIA 
0 .7 
0 .6 
0 .5 
0.4 
0 .3 
0 .2 
0 .1 • 
·'\ { . 
( 1 . \ 
1 f \ 
J 
1 
750 650 550 450 350 ~(nm) 
FIGURA 33 ESPECTROS DE ABSORCION DEL STANDARD DE ACIDO 
OLEANOLICO (---) Y DEL ACIDO OLEANOLICO DEL FLUJO 
"x" (-). 
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CUADRO 12 
Media(X), desviación standard ISl y coeficiente de va-
riabi l idad <C.V. l del cont'?nido de ácido oleanólico, 
determinados en cinco repeticiones. 
Rep::-ticiones Acido Olean6lico (%) 
0.259 
2 0.258 
3 0.312 
4 0.288 
5 0.313 
1"1ed i a (X l 0.286 
Desviaci~n standard (S)~ 0.027 
Coeficiente de variabilidad IC.V.l~,x 9.44 
S = C. V . 1 'l. l = S ;< 1 00 
x 
4.3.2.- Expresión de ácido oleanólico en términos de 
saponinas. Obtención de saponinas semipurificadas. 
El tenor de ácido oleanólico es un indicador de los 
niveles de saponinas presentes; pero se puede llegar a 
expresar los resultados en términos de las saponinas 
mismas. Es así que se semipurificarán éstas, se tomará 
1 l 3 
un peso c:Jr.c:cidc iP 
' ' ' 
y se a~~liz~rá el :!leid o 
factor <f= E., que permita la transformaci6n P ~ de 
ácido oleanólico a saponina: 
Acido Oleanólico x f = saponinas. 
Fué necesario purificar saooninas a partir de la 
mtsma quinua ya que anteriormente se concluyó que no se 
podía utilizar saponina blanca Merck del comercio por 
ser de procedencia y estructura diferente al de las 
saponinas de quinua. 
Para los trabajos de purificación se tomó como base 
el trabajo de Ghosal et al <1981). 
En la Figura 34 se esquematiza el procedimiento se-
guido, el cual básicamente consiste en partir de un 
polvillo rico en saponinas, tratarlo al so xhlet con 
eter de petróleo para eliminar i~purezas liposolubles y 
e x traer el residuo con etanol. Las saponinas semipuri-
ficadas son obtenidas mediante la concentración del 
extracto etanólico para su posterior precipitación. 
El porcedimiento en detalle es como sigue: 
los granos de quinua fueron escarificados en licua-
dora por tres segundos. El escarificado resultante fue 
extractado al soxhlet con eter de petróleo <40-60°C 
por SO hrs. y luego con etanol absoluto <SO hrs.) Los 
dos extractos fueron separadamente procesados. 
El extracto de eter de petróleo <ETEPE> fue caneen-
trado y luego de estar en almacenamiento, presentó al-
gunos cristales bastante notorios al cabo de un tiem-
un pese conocido ( P,) v se anal i Z:3l-á el tenor de ácido 
oleanólico <P,,> por cromatografía de gas pay-a hall3.:- 'Jn 
factor (f= E_, que permita la transformación de ácido 
p2 
oleanólico a saponina: 
Acido Oleanólico ~ f = saponinas. 
Fué necesario purificar saponinas a partir de la 
misma quinua ya que anteriormente se concluyó que no se 
podía utilizar saponina blanca Merck del comercio por 
ser de procedencia y estructura diferente al de las 
saponinas de quinua. 
Para los trabajos de purificación se tomó como base 
el trabajo de Ghosal et al ( 1981 >. 
En la Figura 34 se esquematiza el procedimiento se-
guido, el cua 1 básicamente consiste en partir de un 
polvillo rico en saponinas, tratarlo al so:~hlet con 
eter de petróleo para eliminar impurezas liposolubles y 
extraer el residuo con etanol. Las sapon1nas semipuri-
ficadas son obtenidas mediante la concentración del 
extracto etanólico para su posterior precipitación. 
El parcedimiento en detalle es como sigue: 
los granos de quinua fueron escarificados en licua-
dora por tres segundos. El escarificada resultante fue 
extract:3do al soxhlet con eter de petróleo <40-60°C 
par 50 hrs. y luego con etanol absoluto (50 hrs. > Los 
dos extractos fueron separadamente procesados. 
El e~tracto de eter de petróleo <ETEPE> fue caneen-
trado y luego de estar en almacenamiento, presentó al-
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FIGURA 34 ·- FLUJO PARA LA OBTENCION DE SAPONINAS SEMIPURIFICAOAS 
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gunos cr1stales bastante notorios al cabo de un tiem-
po,los mismos que sufrieron un proceso de hidr6lisis y 
silanizaci6n para su posterior in y ección al cromat6gra-
fo de gas. Los cromatogramas no mostraron ningun pico, 
esto estaría indicando l .3 ausencia de grupos polares 
(car bo x ilos u hidroxilos) sobre actua el 
reactivo silanizante, esta constitución débilmente po-
lar que se deduce está reforzada también por su solubi-
lidad en eter de petróleo. 
El e x tracto etan6lico fue concentrado a peque~o v a-
y enfriado. La materia insoluble resultante fue 
separada del sobrenadante por centrifugación, para pos-
teriormente ser desecada y pe s ada <Peso = P,) Tanto la 
hidrólisis como la cuantifi c ación por cromatografía de 
~as del á c ido oleanólico <Tenor P ~) fueron efectu a das 
se g ,:. n A u g u s t o ( 1 9 7 9 ) . As í , fué hallado el factor(f=P 1 / -
P 2 ) que transforma ácido oleanólico a saponinas Adicio-
nalmente, se obtuvo el espectro de absorción de las 
sa poninas semipurificadas y se confrontó con el e x trac-
to crudo de saponinas.Figura 35 . Las primeras mostraron 
mayor pureza de bido a un ptco menos en su espectro de 
3bsorción. 
4.3.3.- Relación Sapogenina/azucar. Ensayos de aná-
lisis de azúcares por cromatografía de gas. 
Por otro lado, se realiz6 paralelamente ensa y os pa-
ra analizar azú c ares por cromatografia de gas, con la 
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SAPONINAS DE OUIN\:.IA (-)Y DE SAPONINAS SEMIPURIFICADAS: 
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in ten.:: i .:) n de elucid:3.i de una saponir ra 
factible de aislar en ensayos futuros y hallar así la 
relación sapogenina/azucar. Así, se trató glucosa stan-
dard con hidroxilamina hidrocloruro y la o x i m a ,-e su l-
tante fué con v ertida a su trimetil silil eter para su 
posterior análisis gas cromatográfico <Apendice 3>. 
los resultados de los análisis que P3.ra optimizar 
se efectuen en el cromatográfo de gas se determinó los 
flujos en funci6n de la presión para el hidrógeno, a1re 
y nitrógeno <Apendice 1 ) así como 
el flujo 
procedió 
de hidrógeno <Apendice 
a limpiar. el detector 
también se optimizó 
2>. Por otro lada se 
una vez efectuada el 
<Jnálisis de compuestos silanizados, ya que frecuente-
men te se acumula Dio xi do de Silicio cuando estos com-
puestos san inyectados al cromatógrafo de gas. 
4.3.4.- CONCLUSIONES 
El método espectrofotométrico propuesto arroja 
un tenor porcentual de ácido aleanólica de 0.286±0.027 
y presenta un error de 10.6% en defecto, respecto a la 
evaluación ga s c romatográfica <0.32Y.l. 
22 La eliminación de impurezas del ácido oleanólico 
mediante la cromatografía en capa fina <TLCI preparati-
va salva el problema que presenta la falta de espesifi-
cidad del reactivo de color. 
32 La TLC ensayada puede ser también utilizada para 
obtener standard de ácido aleanólico. 
42 El sistema de desarrollo ensayado cloroformo: 
t t '11 
acet~na: benceno <80:20:10;v/v) pc~miti6 ur.a buena re-
solución. 
59 Las saponinas semipurificadas obtenidas arroja-
ron un tenor de ácido oleanólico de 11.74%, siendo ma-
yor que el obtenido por Augusto, 1979 (2.36%). 
69 Aplicando el factor de transformación hallado 
tendríamos: 
0.286 x 8.5208 = 2.44% de saponinas. 
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V.- CONCLUSIONES t RECOMENDACIONES. 
19 En estudias de sapaninas de quinua, na se re-
camienda 
l"lerck. 
29 
el usa cama standard de la 
Para análisis cuantitativas de 
sapanina blanca 
,!Jc ida a 1 eanó-
lica, se propone un lambda máxima de 527 nm y la elaba-
ración de una curva de calibración en un ranga de 60 a 
480 micragramas (1.2 a 9.6 mgr/lOOml>. 
32 Se determinó la absartibidad especifica para 
el ácida aleanólica: E 1 ' ' ' 1 .::,.. 527nm=67.80. Esta absarti-
bidad específica permite las cuantificaciones futuras 
sin necesidad de standard, presentando asi el método 
espectrafatamétrica una 
cramatagráfica. 
gran ventaja respecto al gas 
42 El flujo de Augusta(l979>, ofrece la mayar re-
cuperación de ácida aleanólica (0.321.). 
59 El ácida aleanólir.:a constituye un 
las sapageninas totales. Este resultada es 
obtenida par Augusta, 1979 <79.51.>. 
62 Se determinó la relación: 
ácida aleanólico x 1.2189 = sapogeninas. 
82.041. de 
similar al 
72 El método espectrafatamétrica propuesta arroja 
un tenor porcentual de ácida aleanólica de 0.286±0.027 
y presenta un errar de 10.61. en defecto, respecta a la 
evaluación gas cramatagráfica <0.321.> 
gg La limpieza del ácida aleanólico mediante la 
121 
cromatografia en capa fina <TLC> pr~parativa salva el 
problema que presenta la falta de especificidad del 
reactivo de color de Lieberman Burchard modificado. 
99 La TLC ensayada puede también ser usada para 
la obtención de standard de ácido oleanólico. 
109 El sistema de desarrolla ensayada, cloroformo: 
acetona: benceno (80:20:10 v/v) permitió una buena re-
solución. 
119 Las sapanínas semipurificadas obtenidas arra-
jaron un tenor de ácido oleanólico de 11.74%, siendo 
mayar que el obtenido por Augusto, 1979 <2.36%) 
122 Aplicando el 
tendríamos: 
factor de transformación hallado 
0.286 x 8.5208 = 2.44% de sapaninas. 
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VII.- APENOICES 
APENDICE 1 
Determinaci6n de los flujos FCml/min.) en funci6n de la 
presión P < l b r / p u l q ""--'-> ---=e'-'-n-'------'e=--=-l __ c=-'-r-'o=--"-n'-'o::..:m~a=-t.=..=ó-"g'-'r--=a'-'f_o=-_:::::d....::e,_--=g'-'a=-s~. 
Curvas dP aire, hidrógeno y nitrógeno. 
19 ANTECEDENTES. 
La literatura que trata sobre croma togr- af í. a de gas, 
generalmente reporta flujo, en ml/min.; pero en el 
equipo sólo se puede obtener directamente valores de 
presión, en lbr/pulg. 2 mediante el manómetro del equipo 
Cpsigl. El flujo se puede obtener a través del medidor 
de flujo "Bubble- o -Meter'' el cual es un dispositivo 
sencillo de vidrio que se conecta a los conductos; pero 
esta medición es menos práctica. 
El flujo está determinado por la columna, longitud de 
los conductos, temperatura, etc. Cada columna arrojará 
pérdida de carga diferentes en función a la densidad de 
relleno que tenga, así. mismo, al variar la temperatura, 
también varía el flujo. 
La columna que se utilizó fue la 3%SE-30 
DMCS 80/100, de vidrio, de 6' de largo x 2mm de 
tro interno. La 
apagado> Equipo: 
temperatura 
Cromatógrafo 
fue 
de 
Elmer, modelo 3920, detector FID. 
ambiental 
gas marca 
diáme-
(equipo 
Perkin 
1::10 '- , 
22 OBJETIVO. 
Mediante curvas o ecuaciones, deducir los flujos a los 
cuales se encuentra c/u de los gases, cuando se tiene 
datos de presión manométricos. 
32 PROCEDIMIENTO. 
Para hallar las curvas de los tres gases mencionados 
anteriormente, se procedió de sgte. modo: el Bubble - o 
-Meter se conectó a un dispositivo del detector, el 
DETECTOR CAP, y para c.3.da presión manométrica (A), se 
determinó el tiempo <B> que tarda la burbuja en reco-
rrer un volumen determinado, que puede ser de 1,10 ó 
100 ml. Con los valores de tiempo y volumen y con ayuda 
del gráfico NOMOGRAPH se obtiene los valores de flujo 
<C>, en el ml/min. 
Ejemplo: para el hidrógeno, se obtuvo los sgtes. valo-
res: 
A Presión <psig> 5 10 15 20 25 30 35 40 
8 Tiempo que demora 
la burbuja en re- 26.3 6.8 2.93 l. 81 l.25 0.93 0.73 0.61 
correr un volumen 
e Flujo (ml/min) 2.3 9.0 20.5 32.0 46.0 62.0 78.0 94.0 
Se obtuvo una buena correlación al ajustar una pará-
bola mediante las mínimos cuadrados, de la forma Y = 
Flujo de aire en función de la presión de ingreso. 
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,, 
Flujo Hl 
(m1/min) 
.X 
• 
~ 
,l( 
• 
70 . l Y= 0.6576x t 0 .0443 x 
• 60 X 
50 
{: • puntos experimentales X 40 puntos ajustados 
• 30 X 
20 • X 
10 X • 
5 10 15 20 25 30 35 40 Presion H2 ( psig) 
Flujo de hidrÓgeno en funciÓn de la presión de ingreso 
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Flu j o 
ml/min) 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 J( 
• 
)( 
• 
10 
• )( 
• )( 
• )( 
• )( 
~ 
)( 
• 
20 30 40 
• )( 
50 
• )( 
X 
• 
X 
• 
Y= 0.4621 x t 0 .0112x2 
[: 
pu ntos experimentales 
puntos ajustados 
60 70 Presión 
( psig) 
Flujo de Ni trÓgeno en funcion de la presión de ingreso 
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APENDICE 2 
Optimización del flujo de hidrógeno en el detector de 
ionización de llama<FID> del cromatógrafo de gas. 
ANTECEDENTES. 
Para cualquier flujo dada en el gas de arrastre, hay 
una velocidad de flujo óptima de hidrógeno y de aire 
para el Detectar de Ionización de Llama al cual la 
sencibilidad y 
máxima. 
la linearidad del detectar están a un 
La velocidad de flujo óptima para el hidrógeno, está en 
el punta de máxima respuesta del detectar. La velocidad 
de flujo óptima para el aire en el FID según el manual 
es 550 ml/min. aprax. y para el equipa en el cual esta-
mas trabajando: Cramatógrafa de gas Perkin Elmer, serie 
3920. 
PROCEDIMIENTO. 
Variando las velocidades de flujo del hidrógeno se 
obtuvo diferentes respuestas del detectar, encantrán-
das e la máxima respuesta a 30.9 ml/min. <20 psig> 
aproximadamente. Previamente se había colocada las 
flujos de aire y nitrógeno a 546.3 y 23.9ml/min respec-
tivamente. La curva típica que aparece en estas casas 
es muy similar a la obtenida. 
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APENDICE 3 
Análisis dP az~cares por cromatográfia de gasCGC>. 
12 Alcances del Método: 
Se puede obtener resultados cuantitativos y reproduci-
bles. Se puede analizar mezclas que contengan de 20 a 
30% de agua, esto es ventajoso si tenemos en cuenta que 
generalmente en este tipo de análisis, las reacciones 
de silanización se realizan en condiciones extrictamen-
te anhidras. 
Se puede analizar jarabes de az~cares, hidrolizadas de 
celulosa (madera> y almidón (maíz) y en general produc-
tos fermentecibles para un control en proceso de pro-
ducción de alcohol. 
Así misma, podría ser utilizado en la elucidación de la 
estructura de glicósidas, 
disponiendo de stándares, 
previa hidrólisis. 
no só 1 o se podría 
monosacáridos, sinó también disacáridos. 
22 FUNDAMENTO: 
También, 
analizar 
Ha sido establecido que los az~cares pueden ser conver-
tidos cuantitativamente a sus TMS-eteres; pero la mayor 
dificultad radica en que cada monosacárido libera una 
mezcla conteniendo anómeros alfa y beta de piranósidos 
y furanósidos, esto trae como consecuencia no sólo 
problemas de resolución, sinó también, la necesidad de 
analizar.varios picos. Esta dificultad puede ser salva-
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da cuando las azúcares son tratados con hidroxilamina 
hidrocloruro y las oximas resultantes son convertidas a 
sus trimetil silil eteres. 
39 PROCEDIMIENTO. 
La glucosa fue tratada con Hidroxilamina hidrocloruro y 
la oxima resultante fue convertida a su TMS-eter por 
adición de Trimetil-sililimidazol TMSI. La Glucosa y la 
Hidraxilamina hidraclururo fu ron solubilizadas en 
piridina previamente destilada con K<OH). Se inyectó 
0.2 microlitros sobre una columna de vidrio de 6'x l/4" 
O.D. empaquetada con 5X de SE-30 sobre Anakrom ABS, 
mesh 80/90. Gas de arrastre: 1\1 2 , 35ml/min. < lBps i g > ; 
hidrógeno: 21 psig; aire: 48 psig. Detector: FID. 
Velocidad de la carta 20 mm/min. Rango x 16, At te. x 
100. Temperatura de la columna: in j • : 240 o e; 
manifold: Cromatógrafo de Gas Perkin Elmer, 
modelo 3920. 
49 RESULTADOS Y DISCUCION. 
El pico resultante es aceptable, se muestra en el 
cromatograma adjunto, 
ximado de 0.9 minutos. 
con un tiempo de retención apro-
El pico resultante podria mostrar un mejor perfil 
utilizando la columna recomendada por la literatura: 
6'x 1/8" O.D. empaquetada con 2 a 3X de OV-17 sobre 
chromosorb W<HP> 80/100 mesh. 
CROMATOGRAMA DEL TRIMETIL SILIL ETER 
DE LA OXIMA OE GLUCOSA, COLUMNA: 5% SE 
- 30 SOBRE ANAKROM ABS. 
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APENDICE 4 
Limpieza del detector de ionización de llama <FID> del 
cromatógrafo de gas. 
ANTECEDENTES. 
El equipo prendía difícilmente y presentaba variaciones 
muy signifcativas en la respuesta. La revisión de lite-
ratura informa de la posibilidad de acumulación de Dió-
xido de Silicio en el detector lo que obturaría el JET 
del FID. 
Por lo anteriormente expuesto, se procedió a limpiar el 
detector. 
PROCEDIMIENTO. 
Al desamblar el FID, se observó en el electrodo un pol-
villa blanco, semejante al descrito por la literatura, 
el cual también se encontraba en el JET obturando el 
canal de salida de los gases. El electrodo fue limpiado 
con una escobilla y posteriormente lavado can Metanol. 
Se intentó limpiar el JET "in situ", con un mondadien-
tes y flujo de nitrógeno, lo que no dió resultado 
favorable, por lo que se procedió a cambiarlo por uno 
nuevo. 
RESULTADOS. 
Con el JET nuevo del detector <FID>, el equipo no mas-
traba dificultad al momento de ser prendido y los picos 
mostraban reproducibilidad. 
TERMINO SIMBOLO 
A~sorbancia 
Absortibidad 
Coeficiente de 
~bsorcion molar 
ley de Lambert y 
~eer 
A 
E 
Transmitancia T 
APENDICE 5: TER MINOS USADOS EN ESPECTROFOTOMETRIA 
DEF INICION · OTROS NOMBRES 
A= lg10f • Logaritimo en base 10 de la relacion de intensidad de~ rOOio. • Densidad. optica, extincim 
aioo incidente respecto a~ transmitida. IEl. 
A a=-lc • Absorbencia por unidad de concentración y longitud de ce~ • Coeficiente de extincion alm. da. Donde: cien especifica, indice de 
1= longitud del paso de absorcion de la celda, cm. absorbencia, E:!. 
e= concentracion, gr./litr. 
E= t 1 Absorbencia de una solucion conteniendo 1 mol/ltr. • Coeficiente de extincion 
molar. 
A= ale ' 111 
Es generalmente aplicable a concentraciones inferiores a 
10"2 mol 1 litr. Se recomiendo hacer las lecturas enun rango 
de obsorbanda de 0.1 a 0.7180a20% de. T.) 
T=..!.. 1 Relacion del poder radiante transmitido por la muestra respec. , Transmicidn 
lo lo al poder radiante incidente sobre la muestra A=lg .' l 
ldonde Testa doda en tanto por uno). .o T 
1 NTERPRET ACION 
1% clor/100miJ 
A 
C!mol/1~.) 
A~=alc 
t9 ~=o 
• 
e 
Cuando una luz monocromatica de intensidad Io incide sobre uno sustancia 1 contenida en una cubeto) experimento una descomposicion : Io= 1 + 1 t1 + I, donde: Ir. : 
r 1 o 
reflejada, I5 =dispersada y !0= absorbida . Tratondose de soluciones di/urdas puede eliminarse Ir. llevando a cabo una medida de comporacion con disolvente puro 
bajo los mismas condiciones, !5 puede eliminarse procurando una absoluta claridad. El cociente 1;10 se llama transparencia, y el logaritmo decimal de su inverso, 
log, 1o/¡: A, absorcion. 
1J 
., 
APENDICE 6: REGRESION LINEAL DE 11 Y11 SOBRE ••x•• Y COEFICIENTE 
DE REGRESION 
" y = a + b x ___________ .ecuación de regresión 
donde: 
b = ~(X¡-X )(Y¡-Y) 
::HXi- X)2 
::EXY-(~X~( :E y) SPde XY . , 
SC de X . --- coefiCiente de regresion = = 
i 
a = Y- bX ________ - ____ término constante de regresiÓn 
y 
" -tog ~ = dY =b= (Y-:) 
dX (X-X) y } d=CY·Yl 
" y } " -(Y-Y) 
y 
Cx,Yl 
11 - - , . Y= t b (X- X) ecua c. de regresion 
" -Y=( Y-bX)+bX 
"~ Y= a tbX 
" . Y="valor esperado'' estimado mediante la 
x X X ecuc. de regresión. 
y 
X X 
DEDUCCION DE FORMULAS : 
o=Yt bX(~a que o X le corresponde Y)---------- G) 
~ ~(Y-~)2 =0 (poro que seo mínimo)----------® dX 
~=YtbCX-X)(del gráfico)--------------@ 
~=otbx (de G) en@)- ~---- ---- ---@ 
:x ~~y-bx)-~!o Cde @)en@)---- __ ----® 
:E (y- bx-a)=O (derivando y eliminando términos)-- -- --@ 
~~y-y)-.b(x-l<~ =O ( deG)en ®l---------- --(j) 
~y-y)(x-x) (multiplicando ambos miembros por (x-x) y 
b= :E{ x-x )2 despejando "b") 
~Cuando poso por el origen {haciendo o=o y multipli-
 cando por''x"en ®l. 
